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1 Einführung 
1.1 Arteriosklerose 
Die Arteriosklerose ist definiert als pathologische Veränderung der Arterien, die über eine Verhärtung 
und Verdickung zu einem Elastizitätsverlust und zu einer Lumeneinengung führt. Im Bereich der Herz-
kranzgefäße manifestiert sich die Arteriosklerose im Rahmen einer koronaren Herzkrankheit (KHK) kli-
nisch durch Angina-Pectoris-Anfälle, Infarkte, ischämische Herzmuskelschädigung mit nachfolgender 
Linksherzinsuffizienz, Herzrhythmusstörungen oder den plötzlichen Herztod [Riede].  
Durch die Errungenschaften der modernen Wissenschaft (z.B. der Elektronenmikroskopie, der Immuno-
logie) wissen wir heute, daß die Arteriosklerose als ein Prozeß mit zahlreichen Ursachen verstanden 
werden muß. Bei der Mehrheit der westeuropäischen Bevölkerung beginnt schon in der Kindheit eine 
Akkumulation von Lipiden in der Gefäßintima und löst die im folgenden beschriebenen spezifischen Re-
aktionen aus. Schreitet der Prozeß weiter voran, so kann er zu symptomatischen arteriosklerotischen Lä-
sionen im mittleren und höheren Lebensalter führen.  
Die Verdickung der Intima stellt in gewissem Ausmaß eine physiologische Adaptation auf mechanische 
Reize wie Turbulenzen im Blutfluß und Wandspannung dar. Hohe Plasmalipidwerte, mechanische und 
exogene Einflüsse (z.B. Endotheldenudation durch Gefäßwandverletzungen) unterhalten die Progression 
bis schließlich symptomatische Läsionen entstehen können. Histopathologisch kann der Arteriosklerose-
prozeß in die Phasen der intimalen Lipidakkumulation, der Proliferation und Migration von glatten 
Muskelzellen sowie der fibrösen und kalzifizierenden Umwandlung der Atherome eingeteilt werden 
[Stary]. 
Gefäßwandveränderungen finden sich prinzipiell bei allen Individuen in jeglicher Altersstufe. Ausmaß 
und Progression unterliegen jedoch individuell hohen Schwankungen. Die klinisch allgemein anerkannten 
Risikofaktoren teilen sich auf in unbeeinflußbare (familiäre Disposition, hohes Lebensalter, männliches 
Geschlecht), sowie in beeinflußbare Risiken (Fettstoffwechselstörung, Bluthochdruck, Diabetes mellitus, 
Nikotinabusus, Hyperurikämie) [Siegenthaler]. Dies unterstreicht die essentielle Bedeutung der Präven-
tion neben den rein symptomatischen Therapiemöglichkeiten. 
In den letzten Jahren hat die Diskussion um die entzündliche Genese der Arteriosklerose erneut an Inter-
esse gewonnen. Bereits um die Jahrhundertwende wurde erstmals eine erhöhte Anzahl von Entzündungs-
zellen im ischämischen Gewebe nicht nur als Reaktion auf die Ischämie, sondern als ätiologischer Faktor 
postuliert [Mehta]. Inzwischen mehren sich die Untersuchungen, welche einen erhöhten Virustiter 
(Cytomegalievirus, Herpesvirus) im Blut von KHK-Patienten registrieren oder Bakterien-DNA 
(Chlamydia pneumoniae) aus arteriosklerotischen Plaques isolieren [Matilla], [Davidson]. Eine erhöhte 
Koinzidenz dieser Infektionen mit Arteriosklerose ist eindeutig nachzuweisen. Ob dies allerdings auch 
auf einen Co-Faktor in der Genese schließen läßt, steht weiter zur Diskussion. 
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1.1.1 Therapien 
Neben der Bypass-Operation haben sich in den letzten Jahren unter anderem zwei nicht-chirurgische in-
terventionelle Therapieansätze für die Behandlung der koronaren Arteriosklerose etabliert: die perkutane 
transluminale koronare Angioplastie (PTCA) 1977 von A.Grüntzig eingeführt und die Stent-Implantation 
nach Charles Dotter (1984). Bei beiden Verfahren erfolgt der Zugang zu den Koronargefäßen über das 
Vorschieben eines Katheters von der Femoralarterie bis in die Aorta ascendens. Durch Einspritzen von 
Kontrastmittel stellt man die Lokalisation der Koronargefäßverengung dar. 
PTCA (Ballondilatation): Bei der perkutane transluminale Koronarangioplastie befindet sich an der 
Katheterspitze ein Ballon, welcher in kollabiertem Zustand im Bereich der Gefäßstenose plaziert wird. 
Durch Flüssigkeitsinjektion in den Ballon wird das Gefäß aufgedehnt und das Volumen erweitert. 
Zunächst beschränkte sich die Indikation auf proximale, nicht verkalkte, konzentrische, singuläre 
Stenosen. Durch die zunehmende Weiterentwicklung der Methode konnte die Anwendung auch auf die 
instabile Angina Pectoris und die Multigefäßerkrankung ausgeweitet werden. Die Rezidivstenoseraten 
liegen mit 3 bis 5% für die akut auftretende Dissektion oder den akuten Verschluß mit 30 bis 45% für die 
ersten Monate höher als bei der Stentimplantation [Serruys1993], [de Feyter]. Medikamentöse Versuche 
einer günstigen Beeinflussung der Restenoserate sind bislang fehlgeschlagen [Serruys1993], [Popma]. 
In prospektiv randomisierten multizentrischen Studien, die den Wert einer PTCA im Vergleich zur By-
passoperation bei der Mehrgefäßerkrankung untersuchten, ist es vor allem die hohe Rezidivstenoserate 
mit der Notwendigkeit einer Reintervention, die den Wert einer primär perkutanen Intervention relativiert 
[RITA]. Dennoch hat die PTCA die Bypassoperationen heute zahlenmäßig bei weitem überholt, was sich 
durch die geringeren Risiken, die einfachere Durchführung, den kürzeren Krankenhausaufenthalt und die 
geringeren Primärkosten erklären läßt. 
Stent-Implantation: Bei diesem Verfahren wird zusätzlich zu der herkömmlichen Ballondilatation eine 
Endoprothese im Gefäß belassen. Dieser röhrenartige Stent soll die aufgedehnte Stenose auch auf längere 
Sicht offenhalten. Die Stentimplantation eignet sich auch für kompliziertere Verschlüsse, bei denen eine 
PTCA keinen Erfolg bringt, sowie besonders für die akute Dissektion und Restenose unter PTCA. Vorteil 
ist das Ausbleiben des ”elastischen Recoils”- der Rückstellkraft des Gefäßes durch inhärente 
Wandspannung. Der minimale Gefäßdurchmesser ist sowohl initial als auch nach 6 Monaten größer als 
bei der reinen Ballondilatation. So zeigen sich in der STRESS- (Stent REStenosis Study) und in der 
BENESTENT-Studie (Belgium and Netherlands STENT) bei ingesamt fast 1000 randomisierten 
Patienten geringere Restenoseraten bei primärer Stent-Implantation (31,6 bzw. 22%) im Vergleich zur 
konventionellen PTCA (42,1 bzw. 32%) [Fischman], [Serruys1994]. Zwar ist der Lumenverlust im Lang-
zeitverlauf nach der Intervention durch Wucherung glatter Muskelzellen in der Gefäßintima und -media 
bei der Stentimplantation sogar etwas höher als bei der Ballondilatation, aber der initial höhere Ge-
fäßdurchmesser bewirkt eine geringere Restenoserate beim Stenteinsatz [Klues]. 
Eine wesentliche Limitation der Stentbehandlung stellt neben der Restenose im Langzeitverlauf die akute 
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und subakute Okklusion durch Thrombenbildung dar. Daraus resultiert die Notwendigkeit einer strengen 
Antikoagulation, die wiederum die Quelle für Blutungskomplikationen bildet. 
In Anlehnung an die Virchowsche Trias (Gefäßwandschädigung, veränderte Blutströmung und veränderte 
Blutzusammensetzung) zur Ätiologie der Thrombose kann auch der akute Gefäßverschluß bei Stentim-
platation erklärt werden. Die Thrombogenität der Endoprothese selbst wird bestimmt durch ihre Geome-
trie, die Oberflächenbeschaffenheit sowie ihre physikalisch-mechanischen Eigenschaften, die einen unter-
schiedlichen Reiz auf die umliegende Gefäßwand und die Gerinnungsaktivität ausüben. 
Das Ausmaß der Arteriosklerose, die Länge der Stenose, der Gefäßdurchmesser und das initiale Trauma 
durch die Intervention beeinflussen das Risiko der Okklusion erheblich. 
Gegenstand internationaler Forschungsbemühungen ist daher die Modifikation von Metallstents und die 
Entwicklung neuer Materialien, um das Akutproblem der Thrombusbildung und die Restenoseraten im 
Langzeitverlauf zu minimieren. 
 
1.1.2 Stenose/Restenose 
Wie bereits beschrieben mindert vor allem die Restenose die langfristige Erfolgsquote der PTCA und der 
Stent-Implantation. Zwar bietet die Stentimplantation gegenüber der reinen PTCA einen wesentlichen 
Vorteil bezüglich des elastischen Recoils und der akuten Dissektion, dafür ist bei letzterer aber ein gerin-
geres Ausmaß an neointimaler Hyperplasie zu verzeichnen. Der Benefit der Gefäßendoprothesen im 
Langzeitverlauf scheint allein durch das initial erzielte höhere Lumen verursacht zu sein [Klues]. Somit 
stellt die Reduzierung der Restenose den bedeutensten Faktor für die Optimierung dieser Therapie dar. 
An der Restenosierung sind verschiedene Mechanismen beteiligt, die teilweise schon wenige Minuten 
nach der Dilatation einsetzen. So kann man 30 Minuten nach dem Trauma der Gefäßwand frühe Marker 
der glatten Muskelzellaktivierung (smooth muscle cells, SMC) detektieren [Miano], [Beatt]. Nach zwei 
bis drei Monaten ist der Prozeß der Restenoseentstehung weitestgehend abgeschlossen [Bauters], 
[Popma]. 
Die Pathogenese der Restenose kann durch drei grundsätzliche Mechanismen erklärt werden, die jeweils 
in unterschiedlichem Maße an dem Prozeß beteiligt sind: der Recoil der Gefäßwand, die Thrombo-
zytenaggregation auf dem Boden des Intima- und Mediadefektes und die Freisetzung von mitogenen 
Substanzen mit nachfolgender Intimahyperplasie [Bauters1996]. 
In Abhängigkeit von der Zusammensetzung der atherosklerotischen Läsion aus Fibrose, Sklerose und 
Calcium kommt es nach der Ballondilatation zu einer Kontraktion (Recoil) des Gefäßes und damit zu 
einem progredienten Lumenverlust des nach PTCA maximal erreichten Koronardurchmessers [Popma]. 
Eine steigende Anzahl an Experimenten erlaubt den Schluß, daß nicht die neointimale Hyperplasie den 
Hauptmechanismus der Restenoseentstehung darstellt, sondern daß der Recoil bzw. eine fehlende an-
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fängliche Lumenerweiterung mit der Restenoserate korreliert [Bauters1996]. Andererseits haben sowohl 
Tierexperimente als auch Ultraschalluntersuchungen an Patienten nach Ballondilatation gezeigt, daß bei 
Stenosierung durch neointimale Hyperplasie eine kompensatorische Lumenerweiterung der 
Koronararterie erfolgt. Liegen Störungen dieser Remodelierung vor (z.B. durch Ruptur der Membrana 
Elastica Interna, durch ein Mediatrauma oder durch einen Thrombus), so ist die Restenoserate besonders 
hoch. Der Einsatz einer kardiovaskulären Endoprothese unterbindet zwar die Rückstellkraft des Gefäßes 
durch inhärente Wandspannung weitestgehend [Fischman], [Serruys1994], die kompensatorische Lumen-
erweiterung wird aber ebenfalls verhindert. Zur Erklärung der Ätiologie des Stentverschlusses dienen 
somit Mechanismen der Thrombozytenaggregation und der neointimalen Hyperplasie [Bauters1996]. 
Die Aufdehnung des atherosklerotisch veränderten Gefäßes kann über eine Druckschädigung einen Einriß 
der Intima und der Media bewirken. Der oberflächliche Defekt der Gefäßintima führt über eine Freile-
gung von Kollagenen Typ IV und V zu einer Thrombozytenadhäsion, bei tieferen Läsionen bewirkt der 
Kontakt mit Kollagenen Typ I und III eine Blutplättchenaggregation [Deetjen]. Dies bildet die Grundlage 
für eine wandständige Thrombenbildung. Über eine Freisetzung von mitogenen Substanzen kommt es zur 
Kollagenbildung und zur Hyperplasie der glatten Muskelzellen [Popma], [Bauters1996]. 
Diese Proliferationssteigerung der glatten Muskelzellen durch Wachstumsfaktoren stellt eine Schlüssel-
funktion in der neointimalen Hyperplasie dar. Im gesunden Gefäß besteht ein ausgeglichenes Verhältnis 
zwischen Promotoren und Inhibitoren der Zellvermehrung. So hemmt das intakte Endothel unter anderem 
über Stickstoffmonoxid und Heparinsulfat die Plättchenaggregation, die SMC-Proliferation und die Ge-
fäßkontraktion [Bauters1996], [Scott-Burden]. 
Gerät dieses Zusammenspiel durch Endothelläsionen, Thrombozytenaggregation und Schädigung der 
glatten Muskelzellen aus dem Gleichgewicht, so vollziehen sich Stoffwechselveränderungen, die in der 
neointimalen Hyperplasie und damit in der Restenose münden.  
Als Antwort auf die Ballondilatation sezernieren die aggregierten Thrombozyten und die geschädigten 
Endothelzellen unter anderem PDGF, EGF, Angiotensin II, Serotonin, IGF-1 und TGF [Popma]. Die 
glatten Muskelzellen werden hierdurch aktiviert. Ihr Phänotyp wechselt von der kontraktilen zur sezernie-
renden Form, die Zellen migrieren in die Intima, proliferieren und produzieren vermehrt extrazelluläre 
Matrix. Nach zwei bis drei Monaten ist das Ausmaß der Intimahyperplasie durch einen Anstieg der 
Kollagen-, Elastin- und Fibronektinsynthese maximal und die glatten Muskelzellen liegen wieder im 
kontraktilen Phänotyp vor [Bauters1996].  
Trotz der vielen wissenschaftlichen Ansätze zur Reduktion der neointimalen Hyperplasie ist deren 
gänzliche Verhinderung unerwünscht, da sie auch einen gewissen Schutz vor Instabilitäten (Plaqueruptur, 
Thrombenbildung) bietet. 
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Diese Arbeit setzt an drei Grundüberlegungen der Restenosetheorie an: 
1. Da eine intakte Endothelschicht der Muskelzellproliferation entgegenwirkt [Scott-Burden], soll durch 
die lokale Freisetzung des endothelspezifischen Wachstumsfaktors VEGF (Vascular Endothelial 
Growth Factor) aus dem bioabsorbierbaren Poly(D,L)-Lactid-Stent eine schnelle Reen-
dothelialisierung der Läsion gefördert werden. In Tierversuchen zeigt sich, daß die lokale Applikation 
von VEGF die neointimale Hyperplasie nach alleiniger Ballondilatation vermindert. [Asahara]. 
2. Das Überwachsen des Stents durch die körpereigenen Zellen verhindert einen direkten Kontakt von 
Blut mit Fremdmaterial. So kann die Thrombogenität des biokompatiblen Polymers noch zusätzlich 
gesenkt werden. Durch das Einscheiden des Kunststoffes in die Intima wird außerdem ein Ab-
schwemmen von Stentteilen bei der Degradation verhindert. 
3. Da sich eine Hemmung der SMC-Proliferation durch ein Colchicinanalogon bereits experimentell 
gezeigt hat [March], wird hier der Einbau und die Freisetzung von Colchicin aus biodegradierbaren 
PDLLA-Folien untersucht. 
 
1.2 Stents 
Stents dienen der Kontinuitätserhaltung von Lumina in verschiedenen Bereichen der Medizin, so z. B. in 
Gefäßen, in der Trachea oder im Urogenitaltrakt. Der Einsatz im vaskulären Bereich wurde erstmals 1964 
von Charles Dotter vorgeschlagen. Die zunächst von ihm verwendeten Stents waren coaxial auf einem 
Führungsdraht befestigt und wurden mittels Vorschieben eines Katheters freigesetzt. Da der Stentdurch-
messer vor bzw. nach Implantation identisch war, limitierte sich die Anwendung durch die Größe der 
Arteriotomie sowie durch den Diameter des zuführenden Gefäßes. Stentdislokationen und das Auftreten 
von signifikanten Lumeneinengungen der betroffenen Gefäßabschnitte dämpften den Optimismus des 
klinischen Einsatzes der Endoprothese. 1983 veröffentlichten gleich zwei Arbeitsgruppen die Möglichkeit 
einer Stentapplikation durch das Katheterlumen. Dotter et al. sowie Cragg und Mitarbeiter implantierten 
Spiralstents aus einer Nickel-Titan-Legierung (Nitinol) in Kaninchenarterien. Das hitzesensitive 
„Gedächtnis“ von Nitinol ermöglicht der bei Raumtemperatur gestreckten Spirale ein Zurückkehren in die 
ursprünglich verliehene Form bei Körpertemperatur. Maass und Mitarbeiter testeten kurz nach den 
Erfolgen der Nitinol-Endoprothesen die ersten selbstexpandierenden Spiralstents aus Stahl. 1985 kombi-
nierte Palmaz erstmals die Ballondilatation mit der Stentimplantation durch Einführung eines ballonex-
pandierbaren Stahlstents. Die ersten klinischen Versuche führten 1986 Jacques Puel in Toulouse und 
Ulrich Sigwart in Lausanne durch. Der erste Einsatz der Gefäßendoprothesen im kardiovaskulären 
Bereich erfolgte kurz darauf ebenfalls in Lausanne durch Implanation von selbstexpandierenden 
Maschenstents in Koronararterien von Patienten. Inzwischen sind auf dem Markt mehr als fünfzig ver-
schiedene Stent-Typen erhältlich, die sich zum einen durch das Material, durch die Form sowie durch den 
Expansionsmechanismus unterscheiden. Die verschiedenen Werkstoffe reichen von Stahl über Nitinol, 
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Cobaltgemischen, Platin-Iridium-Legierungen bis hin zu Tantal. Neben dem unbehandelten Material sind 
zum Teil auch Stents mit beschichteten Oberflächen (Heparin, Phosphorylcholin) erhältlich. Eine weitere 
Einteilung der Gefäßendoprothesen ist durch deren Form gegeben: Das Grundmaterial kann spiralig, 
tubulär, in Form von hintereinander angeordneten Ringen, maschendrahtartig oder durch eine Kombina-
tion der genannten Designs (Multidesign) verarbeitet sein. Das dritte Differenzierungskriterium ist die 
Applikationsmethode, die sich in selbstexpandierend und ballonexpandierbar unterteilt [Kutryk]. 
Die anfänglich hohe Komplikationrate von 25% durch akute Okklusion der Endoprothese spielt seit dem 
Einsatz von gerinnungshemmenden Medikamenten wie Heparin, Aspirin und Ticlopidin nur noch eine 
untergeordnete Rolle [Mak], [Reffelmann]. Den limitierenden Faktor der Erfolgsrate bildet jedoch nach 
wie vor die Restenose durch Intimahyperplasie. So müssen sich 20% der Patienten nach Stentimplanta-
tion einer Reintervention durch erneute PTCA oder Bypass-Operation unterziehen. Zusätzlich ist das Ri-
siko einer Blutungskomplikation durch die notwendige Antikoagulation mit 13,5% gegenüber 3,1% bei 
der PTCA deutlich erhöht [Serruys1994]. 
Die Optimierung der konventionellen Gefäßendoprothesen bzw. die Entwicklung neuer biokompatiblerer 
Stents ist Gegenstand zahlreicher Forschungsbemühungen. Die ideale Gefäßendoprothese müßte rasch 
und sicher expandierbar und genügend flexibel sein, ein niedriges Profil aufweisen, gut gewebeverträg-
lich und nicht thrombogen sein sowie eine rasche Endothelialisierung erlauben. 
Ansätze zur Reduktion der Thrombogenität von herkömmlichen Metallstents bestehen z.B. in der Be-
schichtung der Metalloberfläche mit hämokompatiblen Kunststoffen, zum Beispiel mittels plasmaindu-
zierter Propfkopolymerisierung. Bei diesem Verfahren werden Polymerketten über spezielle Anker-
gruppen kovalent an die Oberflächen gebunden. Anders als durch Aussprühen, Aufrakeln, Eintauchen 
oder Aufschleudern erzeugte Schichten bietet die Plasmapolymerisation chemisch und physikalisch sehr 
beständige Monolagen von sehr geringer Dicke. Der positive Einfluß von terminal gebundenen Polymer-
ketten auf die Biokompatibilität von Oberflächen ist in vitro nachgewiesen worden [Rühe]. Durch kova-
lente Koppelung antithrombogener Substanzen wie Heparin an die Polymerschicht kann die Thromboge-
nität der Stentoberfläche noch zusätzlich gesenkt werden [Serruys1996], [de Scheerder1997]. 
Eine Alternative zur Kunststoffbeschichtung von Metallstents stellt der vollständige Bau der Endo-
prothesen aus Polymeren dar. Durch die Auswahl eines geeigneten Polymers und Modifikation der Her-
stellung kann man Stents mit guten Materialeigenschaften und hämokompatiblen Oberflächen erzeugen. 
Zwar zeigt sich, daß der von Murphy und Mitarbeitern entwickelte und getestete biostabile Stent aus 
Polyethylen Terephthalat (PET) eine ausgeprägte Entzündungsreaktion in der Umgebung und eine signi-
fikant erhöhte neointimale Hyperplasie verursacht. Eine bioabsorbierbare Endoprothese aus PLLA bringt 
jedoch vielversprechende Ergebnisse bezüglich Plazierung, Endothelialisierung, geringer Thrombogenität 
und Entzündungsinduktion sowie Restenoserate [Agrawal]. Gefäßendoprothesen aus Kunststoffen oder 
mit einer Polymerbeschichtung ermöglichen zusätzlich den Einsatz sogenannter Drug-Delivery-Systeme. 
Hierdurch wird eine hohe Wirkstoffkonzentration direkt in dem durch Intervention verletzten Gefäßgebiet 
geschaffen, während systemische Nebenwirkungen durch die insgesamt niedrige eingesetzte 
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Substratmenge gering bleiben. Auf diese Weise kann ein Einbau von spezifischen Wachstumshemmern 
die neointimale Hyperplasie reduzieren [de Scheerder1994].  
Ein weiteres Konzept zur Senkung der neointimalen Hyperplasie ist die intraluminale Radiotherapie, bei 
der entweder ein radioaktiver Stent implantiert wird oder nach der Plazierung eine Bestrahlung der Ge-
fäßwand erfolgt. Radiotherapie in geringen Dosen wird schon seit Jahren erfolgreich in der Prophylaxe 
von hyperplastischem Narbengewebe eingesetzt. Daraus läßt sich die Vorstellung ableiten, daß die intra-
luminale Freisetzung von Radioaktivität zu einer verminderter Proliferation der glatten Muskelzellen 
führen soll [Liermann], [Fischell]. Zwar zeigen sich im Tiermodell bezüglich der Restenosereduktion 
bereits erste positive Effekte der Irradation aus Metallstents [Waksman], diese Form der Therapie ist aber 
auch mit nicht unerheblichen Schwierigkeiten und schwer einschätzbaren Risiken verbunden. So erfordert 
die Herstellung, der Transport und die Lagerung von radioaktiven Stents spezielle 
Sicherheitsmaßnahmen. Das Personal ist bei der Plazierung der Endoprothese einer Strahlenbelastung 
ausgesetzt. Langzeitergebnisse bezüglich Thrombogenität aufgrund fehlender Endothelialisierung, Reste-
noserate und eventuellen Strahlenschäden fehlen. 
 
1.3 Biomaterialien  
Die Definition der Biomaterialien umfaßt nach der Neunten Europäischen Konferenz für Biomaterialien 
1991 in Chester Materialien, die als Grenzfläche zum biologischen System bestimmt sind, um ein Ge-
webe, ein Organ oder eine Körperfunktion zu beurteilen, zu behandeln, zu vergrößern oder zu ersetzen. 
Nach dieser Begriffsbestimmung ist nahezu jedes medizinisches Implantat, sei es aus Stahl oder 
Nichteisenmetallen, aus Polymeren, Keramik oder Glas, unabhängig von der Biokompatibilität, dem Ab-
bauverhalten, dem Ort, der Dauer und dem Zweck des Einsatzes ein Biomaterial. 
Eine Aufteilung kann in metallische (Stahl und nicht eisenhaltiges Metall) und nicht metallische (or-
ganische sowie anorganische Substanzen) Materialien erfolgen [Hill].  
Bezüglich der organischen Materialien unterscheidet man zwischen biodegradierbaren, bioabsorbierbaren 
sowie nicht abbaubaren Substanzen. Die Biodegradation ist gegenüber der Bioabsorption definiert als 
Zersetzung des Implantates im lebenden Organismus, bei der die Produkte der Degradation für eine län-
gere Zeit im Gewebe verbleiben. Demgegenüber entstehen bei dem Abbau von bioabsorbierbaren Bio-
materialien nicht toxische Produkte, die vom Körper ausgeschieden oder metabolisiert werden [Hayashi]. 
Einige Beispiele sollen den breiten Einsatz von Biomaterialien in den verschiedensten medizinischen 
Bereichen verdeutlichen: vaskuläre Stents aus Stahl, metallische Osteosynthesematerialien, resorbierbare 
Polymere als Drug-Delivery-System bei Osteomyelitis, chirurgische Nähte aus Metall, Seide, Kollagen 
oder Polymeren.  
Die im vaskulären Bereich eingesetzten Stents bestehen ursprünglich aus Stahl und Nickel-Titan-Legie-
 13
rungen. Zur Reduzierung der Thrombogenität bzw. der Restenoserate werden diese Metallstents immer 
wieder modifiziert. Netze aus Nylon, Beschichtungen mit Silikon, Fibrin, Polylactid oder Polyurethan 
und der Einbau von Medikamenten in die Polymerummantelung sollen die Hämokompatibilität der 
Metalloberfläche erhöhen. Zusätzlich zu den polymerbeschichteten Endoprothesen stellen vollständig aus 
Polymeren hergestellte Stents eine Alternative zu Metallimplantaten dar. Die Hämokompatibilität der 
Polymere ist gut, die Auswahl eines geeigneten Kunststoffes, seine Herstellung und Verarbeitung ermög-
licht eine maßgeschneiderte Oberfläche. Mittels Drug-Delivery-Release können Medikamente konzen-
triert lokal freigesetzt werden, und nicht zuletzt bietet die Möglichkeit der Degradation ein Ausbleiben 
der physiologischen Reaktion auf den Fremdkörper im Langzeitverlauf [Peng]. 
Murphy et al. entwickelten und prüften einen biostabilen Stent aus Polyethylen Terephthalat (PET) mit 
dem Resümee von möglichen Vorteilen gegenüber Metallstents und Eignung für intrakoronare Anwen-
dung, aber signifikant erhöhter neointimaler Hyperplasie [Murphy]. Biodegradierbare Gefäßendo-
prothesen aus Poly-L,L-Lactid zeigten im tierexperimentellen Einsatz eine gute Entfaltung, eine En-
dothelialisierung, keinen Verschluß und keine signifikante inflammatorische oder thrombotische Okklu-
sion [Agrawal]. 
Nachteil der Polymerstents gegenüber den Metallendoprothesen ist die geringere mechanische Belast-
barkeit, die durch eine größere Dicke des Stents ausgeglichen werden muß und damit Limitationen im 
Bereich kleiner Gefäße aufweist. Die fehlende Röntgendichte des Kunststoffes kann zu Schwierigkeiten 
bei der Applikation führen. Der Einsatz von intravaskulärer Ultraschalltechnik bietet einen Ansatz zur 
Lösung dieses Problem [Peng]. 
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2 Ziel der vorliegenden Arbeit 
Wie bereits beschrieben, senkt eine schnelle Endothelialisierung des Stents die Restenoserate, zum einen 
durch die Verminderung der SMC-Proliferation [Scott-Burden], zum anderen durch Reduktion der 
Thrombozytenadhäsion und –aggregation. Gelingt es, den implantierten Stent von den Zellen der 
Gefäßinnenwand überwachsen zu lassen, so besteht kein direkter Kontakt zwischen Blut und Fremd-
körper mehr. Es gibt Versuche der externen Besiedlung der Stents mit heterologen gentechnisch modi-
fizierten Endothelzellen vor der Implantation [Dichek]. 
Das Ziel ist die Entwicklung eines Stents aus bioabsorbierbarem Poly (D,L)-Lactid mit optimierter Ober-
flächenbeschaffenheit und guter Hämokompatibilität. Um das Überwachsen der Endoprothese im Gefäß 
durch körpereigene Endothelzellen zu beschleunigen, wird in das Material mittels schonenden Gasbela-
dungsverfahrens der endothelspezifische Wachstumsfaktor Vascular Endothelial Growth Factor 
inkorporiert. Der Wirkstoff liegt in ungebundener Form in der nach außen abgeschlossenen 
Wabenstruktur der Folien vor und wird so bei der Resorption des Kunststoffes verzögert freigesetzt. Trotz 
Blutströmung und kurzer Halbwertszeit kann auf diese Weise eine ausreichend hohe Wirkungs-
konzentration über einen gewissen Zeitraum gewährleistet werden. Eine Wirkstofffreisetzung aus Per-
oxidase-beladenen PDLLA-Folien kann unter Versuchsbedingungen noch nach sechs Wochen festgestellt 
werden [Bienert]. 
Zur Verminderung der neointimalen Hyperplasie soll die Möglichkeit des Einbaus und der Freisetzung 
eines Wachstumsinhibitors (Colchicin) in das Stentmaterial überprüft werden. Aus technischen Gründen 
werden hier ebenfalls humane Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) eingesetzt. Versuche mit glatten 
Muskelzellen bzw. Cokulturen aus Endothelzellen und SMC stehen noch aus. 
Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit besteht darin, die Wirkung des eingebauten Wachstumsfaktors, wie 
des Wachstumsinhibitors Colchicin auf humane, venöse Nabelschnurendothelzellen zu quantifizieren. Die 
Testung erfolgt im indirekten und im direkten Kontakt. Um eine Veränderung der Förderungspotenz 
durch die Gammasterilisation auszuschließen, wurden Dosis-Wirkungskurven sowohl des nativen als 
auch des gammasterilisierten Wachstumsfaktors erstellt. 
Der Einbau des Wachstumsfaktors sowie des Colchicins in Poly-D,L-Lactid-Folien erfolgt mittels Gas-
beladungsverfahrens (CESP: Controlled Expansion of Saturated Polymers) am Institut für Kunststoffver-
arbeitung der RWTH Aachen . 
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3 Materialien und Methoden  
3.1 Chemikalien 
3.1.1 Medien 
Serumhaltiges Kulturmedium: 
§ DulbeccosMEM/Nutrient Mix F12 (1:1) mit Glutamax-I mit Pyridoxin (DMEM/Ham’s F12), Gibco, 
Eggenstein 
§ Humaner Serumpool von gesunden Spendern der Blutbank Klinikum Aachen, gefiltert mit Acrodisc 
Serumfilter 
§ Penicillin/ Streptomycin (Pen/Strep) 1000U/ml und 1000µg/ml, Bio Whittaker Serva, Heidelberg 
Serumfreies Kulturmedium 
§ Humanes Endothelzellen serumfreies System, Gibco, Eggenstein 
§ Human Fibroblast Growth Factor basic (bFGF) 5ng/ml, Bioconcept, Umkirch, gelöst in 1%PBS/BSA 
§ Human Epidermal Growth Factor (EGF) 2,5ng/ml, Gibco, Eggenstein, gelöst in 1%PBS/BSA 
§ Pen/Strep 1000U/ml und 1000µg/ml, Bio Whittaker Serva, Heidelberg 
Transportmedium: 
§ Hepes-Salz 3,58g/l, Sigma, Deisenhofen 
§ NatriumChlorid (NaCl) 1,182g/l, Merck, Darmstadt 
§ KaliumChlorid (KCl) 0,298g/l, Merck, Darmstadt 
§ Salze in 1l Aqua dest. lösen, den pH auf 7,3 einstellen, autoklavieren. Anschließend hinzufügen: 
§ Glucose 1,8g/l, steril filtrieren 
§ Pen/Strep 10ml/l, Bio Whittaker Serva, Heidelberg 
§ Fungizone 10ml/l, PAA, Cölbe 
Pufferlösung: 
§ Phosphate Puffered Saline Solution (PBS, nach Dulbecco), Seromed Biochrom, Berlin 
3.1.2 Wachstumsfaktoren 
§ Human Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Bioconcept, Umkirch 
§ Human Fibroblast Growth Factor basic (bFGF), Bioconcept, Umkirch 
§ Human Epidermal Growth Factor (EGF), Gibco, Eggenstein 
3.1.3 Antikörper 
§ Anti-Human Von Willebrandt Factor (Developed in Rabbit IgG Fraction of Antiserum), Sigma, 
Deisenhofen 
§ Anti-Rabbit IgG, TRITC Conjugated (Antibody Developed in Goat IgG Fraction of Antiserum), 
Sigma, Deisenhofen 
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§ DiI-Ac-LDL, Harbor Bioproducts TEBU, Frankfurt a.M. 
3.1.4 Testkits 
§ CellProliferation ELISA BrdU (colorimetic), Boehringer, Mannheim 
§ Cell Proliferation XTT, Boehringer, Mannheim 
3.1.5 Andere Substanzen 
§ Bovines Serum Albumin (BSA), Serva, Heidelberg 
§ Colchicin, Sigma, Deisenhofen 
§ Collagenase I 0,1% (500mg in 500 ml Medium- z.B. DMEM/Ham’s F12- lösen, steril filtrieren und 
portioniert bei -20°C lagern), Gibco, Eggenstein 
§ DAPI-Lösung, Boehringer, Mannheim 
§ Ethidiumbromid (EB), Sigma, Deisenhofen 
§ Electron-coupling Reagenz, Boehringer, Mannheim 
§ Fluorescein Diacetat (FDA), Sigma, Deisenhofen 
§ Formalin 37%ige Lösung, Sigma, Deisenhofen 
§ Glutardialdehydlösung 25%, Merck, Darmstadt 
§ Mayer Hämalaunlösung, Merck, Darmstadt 
§ Mountig Medium, Sigma, Deisenhofen 
§ Trypsin-EDTA 0,25%, PAA, Cölbe 
3.2 Geräte und Materialien 
3.2.1 Geräte 
§ Autoklav, Tuttnauer Systec, Wettenberg 
§ CO2-Begasungsbrutschrank BB5060, Heraeus, Hanau 
§ ELISA Spectra Reader, SLT, Crailsheim 
§ ELISA-Washer Tecan, SLT, Crailsheim 
§ Mikroskope: 
-DMRX-Fluoreszenz-Mikroskop, Leica, Wetzlar 
-Inversmikroskop, Leica, Wetzlar 
§ pH-Meter, Knick, Berlin 
§ Reinraumbank Laminair HBB 2472. Heraeus, Hanau 
§ Wasserbad, GFL, Burgwedel 
§ Zentrifuge Labofug 400, Heraeus, Hanau 
3.2.2 Materialien 
§ Acrodisc Serumfilter, PACC Gelman Sciences, Roßdorf 
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§ Chamberslide Lab Tek, Nunc, Wiesbaden 
§ Falcon Zentrifugenröhrchen 50ml, Greiner, Frickenhausen 
§ Kontaktkammer, Zellkulturkammer für die Durchführung des direkten Kontaktes, Eigenbau 
§ QuadripermTM-Kulturgefäße (Micro 12TM), Heraeus, Hanau 
§ TCPS-Mikrotiterplatten, 96- und 24-well, Becton & Dickinson, Heidelberg 
§ Zellkulturflaschen 25 cm2 (T25) und 75 cm2 (T75), Sarstedt, Nümbrecht 
§ Poly(D,L-Lactid), Boehringer, Ingelheim 
§ Teflon-Fluoräthylenpropylen-Folie, Heraeus, Hanau 
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3.3 VEGF 
Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein basisches Glykoprotein, hitze- und säurestabil 
sowie inaktivierbar durch Reduzierung. Im menschlichen Organismus wurden bisher vier verschiedene 
Formen dieses Wachstumsfaktors gefunden: VEGF 121, 165, 189, 206 bezeichnet durch die Anzahl von 
Aminosäuren in der Proteinkette. Die vier Subtypen kommen im Körper in sehr unterschiedlicher Ver-
teilung vor. So werden VEGF 121 und 165 sezerniert, während die längeren Formen (189, 206) nur zell-
gebunden existieren  
Der am meisten verbreitete Typ ist das VEGF 165; er kommt in nahezu allen Geweben des Körpers vor. 
VEGF 165 besitzt Bindungsstellen für Heparin, in dessen Anwesenheit sich die Bindungsaffinität an die 
Rezeptoren vervielfacht. Die kürzeste Form des Wachstumsfaktors (121) wird wie das VEGF 165 sezer-
niert, ist jedoch im Organismus nicht ganz so verbreitet. Eine Ausnahme bildet die Placenta, die beson-
ders reich an VEGF 121 ist. 
Der Wachstumsfaktor wurde ursprünglich in Kulturen von bovinen agranulären Zellen der Adenohy-
pophse sowie von einigen Tumorzellinien detektiert. Inzwischen hat man auch glatte Muskelzellen, Ma-
krophagen, Gliazellen und Keratinozyten als Syntheseort für VEGF identifizieren können. Experimente 
an Endothelzellen zeigten, daß auch diese unter hypoxischen Bedingungen oder nach Verletzung VEGF 
exprimieren. 
VEGF bindet mit hoher Affinität an zwei Rezeptoren: Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (VEGF-1/Flt-1) und 
Kinase Insert Domäne enthaltende Rezeptoren (VEGF-2/Kdr/Flk-1) 
Obwohl die Dichte der zwei Rezeptortypen im adulten Organismus ungefähr gleich verteilt ist, scheint 
der VEGF-1-Rezeptor eine größere Rolle in der embryonalen Angiogenese zu spielen, während der 
VEGF-2-Rezeptor mehr für die spätere Gefäßneubildung verantwortlich ist.  
Die höchste Dichte der Rezeptoren findet man in sehr gut vaskularisierten Geweben, z. B.im Zentralen 
Nervensystem, in der Nebennierenrinde, in der Lunge, in der Milz und in den Ovarien. Eine 
Colokalisation der VEGF-Rezeptoren mit immunreaktiver Detektion von Faktor VIII Bindungsstellen 
erlaubt den Schluß, daß es sich bei den Effektorzellen um vaskuläre Endothelzellen handelt. 
Die Bindung von VEGF an seine Rezeptoren bewirkt eine Calciumfreisetzung aus intrazellulären Spei-
chern sowie einen Anstieg des schnellen Calciumeinstroms aus dem Extrazellularraum. Wie andere Me-
diatoren, die den Calciumeinstrom erhöhen, verursacht auch VEGF die Expression und Freisetzung des 
Willebrand-Faktors. Außerdem induziert der Wachstumsfaktor verschiedene Enzyme, so die Metal-
loprotease, die interstitielle Collagenase und die plasminogenaktivierenden Serinproteasen vom 
Urokinasetyp (u-PA) sowie vom Gewebetyp (t-PA), aber auch den Inhibitor 1 des Plasminogenaktivators. 
Die Freisetzung dieser Enzyme scheint eine wichtige Rolle in der Regulation der Angiogenese zu spielen 
[Ferrera], [Houck], [Mustonen]. 
Versuche mit humanen Endothelzellkulturen haben unter anderem einen mitogenen Effekt von VEGF 
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121 und 165 auf die Zellen gezeigt. Die Angaben für die halbmaximale Stimulation schwanken zwischen 
100 pg/ml [lit_ferrera] und 2 ng/ml [Connolly]. 
Über die Bedeutung und Funktion der zellgebundenen Formen herrscht noch Unklarheit. 
 
 
3.4 Colchicin 
Colchicin ist ein nichtbasisches Alkaloid, welches aus Knollen und Samen der Herbstzeitlosen 
(Colchicum autumnale) gewonnen wird. Das Alkaloid gehört in die Gruppe der Chemotherapeutika, die 
durch eine Hemmung der Ausbildung des Spindelapparates in der Anaphase die Zellteilung blockieren. In 
der heutigen Medizin hat sich das Mitosegift hauptsächlich in der Therapie des akuten Gichtanfalles be-
währt. Colchicin bindet an das zelluläre Protein Tubulin und hemmt über diesen Mechanismus die Leu-
kozytenmobilität, die Ausbildung des Mikrotubulins und damit die Phagozytose der Harnsäurekristalle 
[Estler].  
Da eine essentielle Ursache der Restenose die Proliferation der glatten Muskelzellen darstellt, beschäfti-
gen sich zahlreiche Forschungsansätze mit dem Einsatz von Wachstumshemmern der SMC. So wurde 
unter anderem Colchicin intramural injiziert [Wilensky], in der Hoffnung, damit die Restsenoserate zu 
senken. Um das Problem des raschen lokalen Konzentrationsabfalls durch die Blutströmung zu lösen, 
wurde das sogenannte Lokal Drug Delivery System entwickelt. Hier kommen z.B. colchicinbeladene 
biodegradierbare Mikrosphären aus Lactidsäure- oder Glycolsäure-Polymeren bei der Ballondilatation 
zum Einsatz [March]. In der vorliegenden Arbeit wird die verzögerte Freisetzung des Spindelgiftes aus 
bioresorbierbarem Stentmaterial geprüft. Der Einbau von Colchicin in die Poly-D,L-Lactid-Folien erfolgt 
mittels schonenden Gasbeladungsverfahrens. Aus technischen Gründen werden die Versuche für den 
indirekten wie den direkten Kontakt mit Endothelzellen durchgeführt. Kulturen mit glatten Muskelzellen 
bzw. Cokulturen mit SMC und Endothelzellen stehen noch aus.  
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3.5 Folien 
Die verwendeten Poly-D,L-Lactid-Folien werden am Institut für Kunststoffverarbeitung (IKV) der 
RWTH Aachen hergestellt und teilweise mittels Kohlendioxidbegasung (CESP: Controlled Expension of 
Saturated Polymers) mit VEGF bzw. Colchicin beschickt. Als Kontrollen dienen unbehandelte PDLLA-
Folien, eine für die Zellkultur optimierte Kontrollfolie der Firma Heraeus aus Teflon-
Fluoräthylenpropylen (Negativkontrolle),  HUVEC-Kulturen ohne Zusätze (Negativkontrolle) sowie mit 
Colchicin (Positivkontrolle). 
3.5.1 PDLLA 
Polylactid ist ein Polymer aus der Gruppe der aliphatischen Polyester, welches durch Polykondensation 
von Milchsäure zu cyclischen Dimeren (Lactide) und anschließender kationischer ringöffnender Polyme-
risation entsteht. Da Milchsäure ein optisch aktives C-Atom besitzt, können gezielt LL-, DD- und DL-
Konfigurationen erzeugt werden. Die beiden stereoregulären Polymere haben eine semikristalline Struk-
tur und eignen sich besonders für Anwendungen wie chirurgische Nähte oder orthopädische Implantate, 
die eine hohe mechanische Belastbarkeit fordern [Athanasiou]. Das amorphe Racemat PDLLA findet vor 
allem als Drug-Delivery-System seinen Einsatz, da die monomere Matrix eine gleichmäßige Dispersion 
der Wirksubstanz ermöglicht [Hayashi]. 
Das in dieser Arbeit verwendete Poly-D,L-Lactid ist ein statisches, amorphes Polymer mit einer Abbau-
zeit in vivo von zwei bis drei Monaten [Nakamura]. Es gilt als biokompatibel im Kontakt mit Hart- und 
Weichgeweben [Athanasiou]. 
3.5.2 Folienherstellung 
Bei den herkömmlichen Methoden zur Verarbeitung von teilkristallinen und amorphen Lactiden wie der 
Extrusion oder dem Spritzgießen werden Temperaturen von 160 bis 250°C erreicht. Da Wachstumsfakto-
ren diesen Bedingungen nicht standhalten, eignen sich diese Verfahren nicht für den Einbau von VEGF in 
PDLLA-Folien. Das am IKV entwickelte Gasbeladungsverfahren benötigt Verarbeitungstemperaturen 
von lediglich bis zu 35°C und ermöglicht so die Inkorporation von temperaturempfindlichen Substanzen 
in Kunststoffe. 
Das CESP-Verfahren läßt sich in drei verschiedene Phasen einteilen: Kompressionsphase, Begasungs-
phase und Entlastungsphase. Zunächst werden die einzubauenden Substanzen möglichst homogen mit 
dem Kunststoffpolymergranulat vermengt und in die gewünschte Werkzeugform überführt. Nach Einla-
gerung der Form in einen Druckkessel wird dieser mit Kohlendioxid geflutet. Durch Erhöhung des 
Druckes auf 90 bar lagert sich das Gas gleichmäßig zwischen den Molekülstrukturen des Polymers an. 
Die daraus resultierende Erniedrigung des Glasübergangspunktes ermöglicht den Phasenübergang fest zu 
flüssig und flüssig zu fest bei sehr viel niedrigeren Verarbeitungstemperaturen als unter normalen atmo-
sphärischen Drücken. In der sogenannten Begasungsphase diffundiert das Kohlendioxid bei konstantem 
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Druck in das Polymer. Die Expansion des Gases in dem plastizierten Polymer führt zu einer charakteristi-
schen Schaumstruktur. Abschließend folgt die Druckentlastungsphase. Während des gesamten Prozesses 
wird die Temperatur im Druckkessel konstant gehalten.  
Die porenartige Struktur der Folien soll eine verzögerte Freisetzung der Wirksubstanzen aus dem Trä-
germaterial ermöglichen. Die Größe und Variation der Schaumstrukturen hängen auf der einen Seite von 
den beeinflußbaren Parametern des Herstellungsprozesses (Temperatur, Begasungsdruck, Begasungszeit, 
Entgasungszeit bzw. zeitlicher Druckgradient) ab, aber auch die eingearbeiteten Wirkstoffe verändern die 
Porenqualität [Kensy]. 
Als Endprodukt liegen reine PDLLA-Folien sowie PDLLA-Folien mit inkorporiertem VEGF (10µg) bzw. 
Colchicin (1,5mg) mit einem Gewicht von circa 1,5g sowie einem Durchmesser von 8cm und einer Dicke 
von ungefähr 0,5mm vor. Die Folien werden für den Einsatz im indirekten Kontakt auf 1,1x1,1cm, für 
den direkten Kontakt auf 1,3x4,1cm zurechtgeschnitten und anschließend sterilisiert. Die Lagerung er-
folgt bei –80°C. 
3.5.3 Sterilisation 
Die Methode der Wahl stellt für diese speziellen Anforderungen die physikalische Sterilisation durch 
Bestrahlung dar. Zwar ist bei dem Verfahren der Gammasterilisation ein gewisses Ausmaß an Poly-
merumbau bzw. –abbau durch Kettenbruch zu verzeichnen. Da sich die Änderung der Folienbeschaffen-
heit sowie der Aktivitätsverlust des VEGF (durch die niedrigen erreichten Temperaturen und die Mög-
lichkeit der ständigen Kühlung) in vertretbaren Grenzen hält, überwiegen die Vorteile dieses Verfahrens. 
Die Sterilität ist aufgrund der hohen Durchdringungskraft der Strahlen im gesamten Polymerbulk 
gesichert [Berndt], [Athanasiou]. 
Die Sterilisation erfolgte durch die Firma Beta-Gamma-Service in Werl. Die Proben wurden während des 
Transportes sowie während des gesamten Sterilisationsvorganges (25kGy, 8h) auf Trockeneis  
(-70°C) gekühlt. Bis zum Versuchsbeginn wurden die Folien bei –80°C gelagert.  
Um größere Aktivitätsverluste des Wachstumsfaktors durch das Sterilisationsverfahren auszuschließen, 
wurde die proliferationsfördernde Wirkung von gammasterilisiertem VEGF mit unbehandeltem VEGF in 
Dosis-Wirkungs-Kurven an Endothelzellen verglichen. 
3.5.4 Freisetzung der Wirkstoffe 
Das Prinzip des Drug-Delivery-Verfahrens beruht auf einem Einbau von Wirkstoffen in das Implantat 
und bewirkt damit eine lokale Freisetzung z.B. von Antibiotika oder Wachstumsfaktoren. Die lokal 
erzielte Wirkstoffkonzentration ist dadurch ungefähr um den Faktor zehn erhöht [Peng], so daß insgesamt 
sehr viel niedrigere Dosen als bei der systemischen Anwendung benötigt werden. Die lokalen Effekte 
können so bei minimalen systemischen Nebenwirkungen optimiert werden. Bewährt hat sich das Drug-
Delivery-System bisher vor allem in der Osteomyelitisprophylaxe, beim Einsatz von Steroiden oder in der 
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Chemotherapie [Hench],  [Lemmouchi].  
In dieser Arbeit wurde der endothelzellspezifische Wachstumsfaktor VEGF sowie das Spindelgift 
Colchicin in Poly-D,L-Lactid-Folien eingebaut. Das verwendete Gasbeladungsverfahren erzeugt Folien, 
in deren wabiger Struktur die Wirkstoffe ungebunden vorliegen. Bei der Degradation des Stents werden 
die winzigen Hohlräume nach und nach eröffnet und die Wirkstoffe damit verzögert freigesetzt. Bienert et 
al. detektierten noch nach sechs Wochen eine Abgabe von in PDLLA-Folien inkorporierter Peroxidase. 
3.5.5 Bioabsorption 
Poly-D,L-Lactid wird im menschlichen Organismus überwiegend nicht-enzymatisch zu Lactat hydro-
lisiert. Als physiologisches Stoffwechselprodukt ist die Milchsäure toxikologisch unbedenklich. Das 
Lactat wird zum Teil direkt über die Nieren ausgeschieden oder aber durch physiologische Stoffwechsel-
zyklen zu Wasser und Kohlendioxid abgebaut. Bei guter aerober Stoffwechsellage wird Lactat zu Pyruvat 
oxidiert, welches wiederum durch die Pyruvatdehydrogenase zu Acetyl-CoA und NADH+H+ abgebaut 
wird. Lediglich Implantate mit einer sehr großen Oberfläche können in Zusammenhang mit einer 
anaeroben Stoffwechsellage zu Schwierigkeiten im Abbau der Säure und damit zu Schädigung des umlie-
genden Bindegewebes führen. Bei dem Einsatz des Materials als kardiovaskulärer Stent stellt sich dieses 
Problem sicherlich nicht.  
Die Resorptionsdauer wird von Faktoren wie dem Molekulargewicht des Polymeren, der Polymerzusam-
mensetzung, den physiologischen Randbedingungen, der Oberfläche sowie der eingesetzten Menge des 
Kunststoffes beeinflußt. So kann man ein Allotransplantat mit einer Abbauzeit von Wochen bis hin zu 
Jahren herstellen. 
Es hat sich gezeigt, daß die maximale neointimale Hyperplasie im Anschluß an Stentimplantation nach 
acht bis zehn Wochen erreicht wird und die der PTCA sogar noch übersteigt [Hehrlein]. Die niedrigere 
Restenoserate ist allein durch ein primär erzieltes höheres Lumen infolge Ausbleibens des elastischen 
Recoils direkt nach der Dilatation bedingt. Somit wäre ein bioresorbierbarer Stent mit einer Abbauzeit 
von wenigen Wochen ideal für die Anwendung im kardiovaskulären Bereich. Die elastische Rückstell-
kraft und eventuelle Dissektionen würden verhindert, der vermehrte Reiz für die neointimale Hyperplasie 
durch die persistierende Endoprothese bliebe jedoch aus. 
3.5.6 Stent aus Poly-D,L-Lactid 
Die Entwicklung eines Stents aus Poly-D,L-Lactid mittels Gasbeladungsverfahrens erfolgte ebenfalls am 
Institut für Kunststoffverarbeitung der RWTH Aachen (IKV). Zur Bestimmung des optimalen 
Stentdesign wurden die Belastungen des Herstellungsvorganges und der Implantation mittels der Finiten 
Elementen Methode rechnerisch simuliert. Ausgewählt wurde schließlich eine spiralförmige Geometrie 
mit rechteckigem Querschnitt der Windungen. Diese Form ist bezüglich ihres Querschnittes und der 
Windungszahl variabel. Durch Modifikation dieser Parameter ist eine Einstellung der erforderlichen me-
 23
chanischen Eigenschaften möglich. 
 
 
Abbildung Nummer 1, Prototyp eines durch das Gasbeladungsverfahrens hergestellten resorbierbaren 
mikro-zellulären Koronarstents 
 
Zwei verschiedene Fertigungskonzepte wurden entwickelt:  
Zum einen die primäre Herstellung der Spirale im Gasbeladungsverfahren, zum anderen die Herstellung 
eines röhrchenförmigen Halbzeugs im Gasbeladungsverfahren mit anschließender Nachbearbeitung. Zum 
Schneiden der Spirale aus den mikrozellulären Röhrchen werden sowohl Metallklingen als auch ein CO2-
Laser erfolgreich eingesetzt. Der Vorteil des Lasers gegenüber den Klingen besteht in der größtenteils 
verschmolzenen Oberfläche. Bei der Bearbeitung mittels Metallklingen werden die oberflächlichen Poren 
der im Gasbeladungsverfahren erzeugten Schaumstrukturen offengelegt. 
Im geplanten Implantationsverfahren wird der Stent auf einen konventionellen Ballonkatheter montiert 
und unter Röntgenkontrolle in das Gefäß vorgeschoben. Der Ballon wird druckkontrolliert insuffliert und 
der Stent plastisch auf die gewünschte Größe verformt. Versuchsreihen, die mit Prototypen des miniaturi-
sierten Stents (4mm Außendurchmesser) durchgeführt wurden, zeigen, daß dabei keine signifikante ela-
stische Rückfederung (recoil) auftritt. Weitere Versuche belegen die intakte Schaumstruktur des Materials 
nach der Dilatation mit üblichen Drücken. Die überprüfte Wanddicke des Stents von 0,25mm garantiert 
eine mehr als ausreichende Radialfestigkeit direkt nach der Implantation. 
Somit kann man folgern, daß sich zum einen das mittels CESP-Verfahrens hergestellte PDLLA durch 
seine Materialeigenschaften für einen Einsatz als kardiovaskulärer Stent eignet. Zum anderen ist mit den 
beiden oben beschriebenen Fertigungsverfahren die Herstellung eines optimierten Stents möglich, der 
bereits experimentell erfolgreich auf Implantationsfähigkeit, Recoil und Radialfestigkeit überprüft wurde 
[IKV]. 
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3.6 Methoden der Versuchsauswertung 
Im folgenden werden die biochemischen Grundlagen der verwendeten Tests kurz beschrieben. Der de-
taillierte Versuchsaufbau sowie die genaue Durchführung der einzelnen Versuche werden im Kapitel vier 
( Versuchsaufbau und –durchführung) erläutert. 
3.6.1 Vitalität 
Prinzip: 
Rotman und Papermaster beschreiben 1966 erstmals den Einsatz von Fluoresceindiacetat (FDA) in der 
sogenannten Vitalfluorochromierung [Rotman]. Intrazellulär entsteht durch enzymatische Umsetzung aus 
FDA Fluorescein, welches das Zytoplasma grün fluoreszieren läßt. Grundlage der Vitalitätsaussage ist 
demnach das Kriterium Membranintegrität bei gleichzeitiger intrazellulärer Enzymaktivität. Zur Identifi-
zierung von letalen oder geschädigten Zellen kombiniert man FDA- und Ethidiumbromid (ED)-Färbung. 
Le Pecq und Paoletti zeigen ebenfalls 1966, daß Ethidiumbromid durch Interkalation DNA und RNA rot 
fluoreszieren läßt [le Pecq]. EB wird von lebenden Zellen nur langsam aufgenommen, während die unge-
schütze DNA toter oder geschädigter Zellen sofort stark fluoresziert [Netuschil]. 
3.6.2 Morphologie 
Prinzip: 
Zur Beurteilung der Morphologie von Endothelzellen eignet sich die von Mayer 1891 modifizierte 
Hämalaun-Färbung, bei der das Chlor des Hämatins durch Aluminium in der Alaun-Form 
(KAl[SO4]2x12H2O) ersetzt wird. Hämalaun ist ein Farbstoff mit Indikatoreigenschaften: im sauren Be-
reich ist er rot und leicht löslich, bei einem pH-Wert über 5,5, wie er physiologisch vorliegt, wird er blau 
bis schwarz, weniger löslich und bindet stärker. Das Prinzip der Färbung beruht auf elektropolaren Bin-
dungen der basischen Farbstoffmoleküle an die sauren Anteile der Zellkerne (z.B. Chromatin) abhängig 
von dem pH-Wert. Je basischer das Milieu umso stärker die Anfärbung. Beim Hämalauntest nach Mayer 
ist dem Farbstoff eine kleine Menge Zitronensäure beigesetzt. Diese verhindert ein "Überfärben", da sie 
die übermässige Farbbindung durch die pH-Verschiebung reduziert [Clark], [Romeis]. 
3.6.3 DAPI 
Prinzip: 
Die DAPI-Färbung wurde ursprünglich zum Nachweis von Mykoplasmen entwickelt. Eine Kontamina-
tion durch diese Bakterienart läßt sich nativ nicht einfach lichtmikroskopisch, sondern nur unter dem 
Dunkelfeld- oder Phasenkontrastmikroskop bzw. mittels spezieller Färbungen feststellen [Kayser]. 
Das Prinzip der DAPI-Färbung beruht auf der selektiven Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes 4´,6-
Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid an die Desoxyribonukleinsäure. Mykoplasmenfreie Kulturen 
zeigen bei diesem Test eine rein nukleäre Fluoreszenz, während sich in infizierten Zellen zusätzlich eine 
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extranukleäre Fluoreszenz nachweisen läßt [Datasheet1]. 
Die porös strukturierte Oberfläche der verwendeten Folien verursacht in den üblichen Fluoreszenzfär-
bungen (z.B. Vitalitätsfärbung, BrdU im direkten Kontakt) eine relativ hohe unspezifische Hintergrund-
fluoreszenz. Die DAPI-Methode hingegen eignet sich aufgrund ihrer hohen Spezifität in der 
Komplexbildung mit DNA auch für den Zellnachweis in den direkten Kontaktversuchen dieser Arbeit. 
3.6.4 XTT 
Prinzip: 
Der XTT-Test ist ein colorimetrischer Assay, der die Proliferation und die Vitalität von Zellen mißt, ohne 
sich radioaktiver Isotopen zu bedienen. Das Prinzip des Tests beruht auf der Spaltung von gelbem 
Tertazolium-Salz XTT in einen orangenen Formazan-Farbstoff in den Mitochondrien von metabolisch 
aktiven Zellen. Die Intensität der Farbänderung ist proportional zur Zellzahl und zur Stoff-
wechselaktivität. Die Auswertung erfolgt spektrophotometrisch mit einem ELISA-Reader. Der große 
Vorteil gegenüber dem MTT-Proliferationstest ist die Abgabe des Farbstoffes in das Medium, da In-
kubation und Messung nicht in demselben Kulturbehältnis erfolgen müssen [Datasheet2]. 
3.6.5 BrdU 
Prinzip: 
Der BrdU-Test basiert auf der Grundlage des enzymgekoppelten Immunoassays (ELISA = Enzyme 
Linked Immuno Assay). Mit Hilfe dieses Verfahrens kann man Antigene photometrisch quantifizieren. In 
einem ersten Schritt werden die zu bestimmenden Antigene mit den für sie spezifischen Antikörpern 
inkubiert. Es bilden sich Immunkomplexe. Nachfolgend werden Enzym-markierte Anti-Antikörper zuge-
fügt (Sandwichmethode). Durch Zusatz eines chromogenen Substrates zum Reaktionsansatz kann über 
die photometrische Bestimmung des Farbumschlages die Menge der Immunkomplex-gebundenen Marke-
renzyme und dadurch die Antigenkonzentration der Probe ermittelt werden. Als Vergleich dienen 
Standards bekannter Enzymaktivität [Pschyrembel]. 
Die herkömmliche Methode zur Bestimmung der Mitoserate erfolgt über die Detektion des Einbaus 
radioaktiv markierten Thymidins in die DNA. Eine Alternative zu dieser radioaktiven [3H]-Thymidin-
Inkorporation bietet der BrdU-Test. Hierbei wird die Zellproliferation quantifiziert durch colorimetrische 
Messung der BrdU-Inkorporation während der DNA-Synthese. 5-Bromo-2´-Desoxyuridin ist ein 
Pyrimidinanalogon, welches anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird. Nach der Inkorporation 
wird das BrdU über einen Immunoassay detektiert und erlaubt eine direkte Schlußfolgerung auf die 
Proliferationsrate der Zellen. 
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3.6.6 Rasterelektronenmikroskopie (REM) 
Prinzip: 
Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) ist ein elektronenmikroskopisches Verfahren zur umfassenden 
strukturellen und mikroanalytischen Charakterisierung von Oberflächen insbesondere kompakter Objekte, 
deren grundlegende Idee bereits 1935 von Knoll publiziert wurde. Im Gegensatz zur konventionellen 
Lichtmikroskopie, bei der das untersuchte Objekt direkt abgebildet wird, erfolgt bei der REM eine 
zeilenweise Abrasterung der Oberfläche mit einem dünnen Elektronenstrahl und damit eine serielle Dar-
stellung.  
Die von einer Kathode emittierten Elektronen werden zwischen dieser und einer Anode beschleunigt und 
durch zwei oder mehr elektronische Linsen auf die Probe fokussiert. Um die notwendige Leitfähigkeit zur 
Verhinderung von Aufladung durch den Elektronenstrahl zu erzeugen, die Oberfläche zu stabilisieren 
sowie den Kontrast zu erhöhen, werden die Objekte mit einem dünnen Metall- oder Kohlefilm bedeckt 
(Sputtern). 
Die verschiedenen Signale, welche aufgrund der Wechselwirkungen zwischen Elektronenstrahl und Probe 
entstehen, geben Aufschluß über die Oberflächenstruktur und Zusammensetzung des untersuchten Ob-
jektes. Mittels geeigneter Detektoren können diese Signale simultan während der Rasterung erfaßt und 
nach dem Fernsehprinzip zum Bildaufbau verwendet werden. Mittels der Rasterelektronenmikroskopie 
sind Vergrößerungen von über vier Größenordnungen möglich [Robenek]. 
3.6.7 Statistik 
Eine statistische Auswertung erfolgte für die XTT-Tests der Dosis-Wirkungskurve von VEGF sowie des 
direkten Besiedelungsversuches. Anhand des Wilcoxon-Tests für unverbundene Stichprobenpaare sollte 
überprüft werden, ob die Unterschiede der Stoffwechselaktivität und damit indirekt die Proliferationsrate 
zufallsbedingt sein könnten. Verglichen wurden die verschiedenen Verdünnungsstufen des Wachstums-
faktors untereinander sowie im Vergleich zu der Negativ- und Positivkontrolle. Bei den Versuchen zum 
direkten Kontakt galten die vier verschiedenen eingesetzten Folien wechselseitig als Stichprobenpaare. 
Als Grenzwert für signifikante Differenzen wurde P<0.05 festgelegt. Bei einem P unter 0,05 kann somit 
von einem nichtzufallsbedingten Unterschied in der Stoffwechselaktivität der Endothelzellen durch den 
Einfluß der jeweiligen Proben ausgegangen werden. Ein P über 0,05 kann nicht als signifikant gewertet 
werden.  
Die Versuche zur Stoffwechselaktivität (XTT) und Proliferation (BrdU) der HUVEC im indirekten Kon-
takt mit den Folien eignen sich aufgrund sehr kleiner Stichprobenmengen nicht für die statistische Aus-
wertung. Hier werden nur die absoluten Werte der Extinktion vergleichend gegenübergestellt und inter-
pretiert. 
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3.7 Endothelzellkultur 
3.7.1 Isolation 
Die in den Versuchen verwendeten Endothelzellen (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) 
wurden nach dem Verfahren von Jaffe [Jaffe] aus humanen Nabelschnurvenen isoliert. Die Nabelschnüre 
entstammen einem willkürlichen Patientinnenpool aus den Kreißsälen der Krankenhäuser Bardenberg, 
Eschweiler und Stolberg. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben in sterilem Hepes-
Transportmedium bei 2 bis 8°C aufbewahrt. Um eine optimale Isolationsrate zu erzielen, wurden die En-
dothelzellen so schnell wie möglich, maximal aber vier Tage nach Entbindung, nach dem folgenden 
Schema gewonnen: Alle verwendeten Lösungen werden vor dem Einsatz im Wasserbad auf 37°C er-
wärmt. Nach Kanülierung der Venen werden diese mit PBS gespült und anschließend mit 0,1%iger 
Collagenase Typ I gefüllt. Während der 20 minütigen Inkubation lösen sich die Endothelzellen enzyma-
tisch von der Gefäßwand. Um eine möglichst hohe Ausbeute zu erreichen, massiert man die Naberschnur 
zum Abschluß der Inkubation leicht durch. Dann spült man die Nabelschnurvene kräftig mit ca. 20ml 
serumhaltigem (20%) DMEM/Ham’s F12 und überführt die gesamte Zellsuspension in ein 50ml Zentri-
fugenröhrchen. Nach 5 minütiger Zentrifugation bei 1000 Umdrehungen pro Minute wird der Überstand 
abgesaugt. Das Pellet wird mit 10ml serumhaltigem Kulturmedium resuspendiert und in einer T25-Kul-
turflasche bei 37°C und einem CO2-Gehalt von 5% kultiviert. Nach 24 Stunden wird das Medium ersetzt, 
um eventuelle Collagenasereste zu entfernen. In der weiteren Kultur wird das Medium alle zwei bis drei 
Tage gewechselt.  
3.7.2 Passage 
Bilden die Endothelzellen nach einigen Tagen einen konfluenten Monolayer, so werden sie passagiert. 
Dazu saugt man das Kulturmedium ab, spült kurz mit PBS und pipettiert anschließend 1-2ml 0,25 % 
Trypsin/EDTA in die Kulturflasche. Nach einigen Minuten löst man die Zellen durch kräftiges Schlagen 
vom Boden der Flasche ab. Die Zellösung wird mit ca. 20ml Kulturmedium verdünnt und in einer neuen 
Kulturflasche weitergezüchtet. Die Teilungsrate ist 1:3, somit splittet man eine T25-Flasche auf eine T75-
Flasche, eine T75-Flasche teilt man auf drei T75-Flaschen auf. Für die weitere Kultur genügt eine Serum-
konzentration von 10%, um gute Wachstumsraten zu erzielen. 
Für die Versuche wurde Passage eins bis vier verwendet.  
In dieser Arbeit soll das Proliferationsverhalten der Endothelzellen bei Zugabe eines spezifischen 
Wachstumsfaktors beurteilt werden. Da der humane Serumpool des Primärkulturmediums eine nicht be-
stimmbare und nicht steuerbare Menge an endogenen Wachstumsfaktoren enthält, ist eine Überführung 
der Kultur in ein serumfreies System notwendig. Dies erfolgt ein bis zwei Tage vor der Aussaat der 
Zellen zu Versuchszwecken. 
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3.7.3 Verifikation (Faktor VIII, LDL) 
Die Verifikation der isolierten Zellen als Endothelzellen erfolgt immunhistochemisch über den Nachweis 
des LDL-Uptakes sowie des endothelspezifischen Faktor VIII Antigens. Der DiI-Ac-LDL-Komplex wird 
zwar ebenfalls unter anderem von glatten Muskelzellen, Fibroblasten und Makrophagen verstoffwechselt, 
allerdings ermöglicht das unterschiedliche Ausmaß der Aufnahme durch die verschiedenen Zelltypen eine 
Differenzierung zwischen Endothelzellen und Verunreinigungen der Kultur mit SMC oder Fibroblasten 
[Voyta]. 
3.7.3.1 Faktor VIII 
Prinzip: 
Der Faktor VIII –auch Antihämophiler Faktor (AHF)- setzt sich aus einer hochmolekularen (Factor VIII 
related protein = FVIII:R) und einer niedermolekularen Komponente (Factor VIII coagulant protein = 
FVIII:C) zusammen. Ein Mangel an diesem Gerinnungsfaktor, wie die Hämophilie A (Fehlen oder In-
aktivität von FVIII:C), führt zu einer Verlängerung der Gerinnungszeit bei normaler primärer 
Blutstillung. Das Protein wird außer in Blutplättchen und Megakaryozyten vor allem in humanen 
Endothelzellen synthetisiert.  
Die Verifizierung der isolierten Zellen kann somit immunhistochemisch über den indirekten Nachweis 
von FVIII-Antigen in der Kultur erfolgen. Ein Ausschluß von falsch positiven Tests durch Vorliegen von 
Thrombozyten bzw. Megakaryozyten ergibt sich allein aufgrund der unterschiedlichen Morphologie.  
Das Prinzip des Nachweises beruht auf einer spezifischen Komplexbildung zwischen Faktor VIII-Antigen 
der Endothelzellen und primären Antikörpern. Die Detektion dieser Bindungen erfolgt mittels selektiver 
Koppelung eines sekundären fluoreszenzmarkierten Antikörpers [Jaffe]. 
Durchführung: 
Die gewonnenen Zellen werden in einer Konzentration von 100.000 Zellen/ml in Labtec Chamberslides 
ausgesäht und zwei Tage in serumhaltigem Medium kultiviert. Nach 20minütiger Fixierung in 3,7%iger 
Formalinlösung bei Raumtemperatur wird die Probe mit PBS gespült. Der primäre Antikörper (Anti-
Faktor VIII Kaninchen IgG) wird 1:200 mit 1%BSA in PBS zur Inaktivierung unspezifischer Bindungen 
verdünnt und auf die Objektträger (100µl/Vertiefung) gegeben. Zum Ausschluß von unspezifischen Bin-
dungen des sekundären Antikörpes enthält die Kontrolle keinen Primärantikörper. Im Anschluß an die 
einstündige Inkubation in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur werden die Chamberslides in PBS 
gewaschen. Der sekundäre Antikörper (TRITC gekoppelte Ziegen-IgG Anti-Kaninchen) wird ebenfalls 
mit 1%BSA in PBS gelöst (1:50) und auf sämtliche Proben gegeben. Nach einstündiger Inkubation wird 
der sekundäre Antikörper mittels dreimaligen Waschvorganges mit PBS entfernt. Zur Intensivierung der 
Fluoreszenz werden die Proben mit Mounting Medium eingedeckt und abschließend mit dem DMRX-
Mikroskop (Filter N2.1) beurteilt und dokumentiert. 
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Foto Nummer 1, Faktor VIII-Markierung, fluoreszenzmikroskopische Aufnahme Vergrößerung 400x 
Die kultivierten Zellen weisen über den gesamten Zellkörper verteilte fluoreszierende Granula auf. Diese 
Faktor VIII-Markierung der Probe sowie die Zellmorphologie ermöglichen eine eindeutige Verifizierung 
als Endothelzellen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 2, Kontrolle, fluoreszenzmikroskopische Aufnahme Vergrößerung 400x 
Diese lediglich mit dem sekundären Antikörper inkubierte Kontrolle schließt die Fluoreszenzmarkierung 
durch unspezifische Bindungen aus. Die Zellen zeigen im Gegensatz zu Foto Nummer eins keine fluores-
zierenden Granula auf den Zellkörpern. 
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3.7.3.2 DiI-Ac-LDL-Markierung 
Prinzip: 
Voyta et al. präsentierten 1984 einen spezifischen Endothelzellnachweis durch fluoreszenzazetyliertes 
Low Density Lipoprotein (Ac-LDL). Modifiziertes LDL wird von den Zellen über den normalen LDL-
Abbau verstoffwechselt. Dieser rezeptorvermittelte Prozeß kommt zwar in vielen Zellen des Körpers vor, 
ist aber z.B. in Makrophagen und Endothelzellen deutlich höher. Somit lassen sich HUVECs durch die 
quantitativ unterschiedliche DiI-Ac-LDL-Aufnahme von glatten Muskelzellen und Fibroblasten differen-
zieren [Voyta]. 
Durchführung: 
Die Aussaat der Zellen in die Labtec Chamberslides erfolgt im serumhaltigen Kultursystem (100.000 
Zellen/ml). Da der LDL-Rezeptor trypsinempfindlich ist, kann der DiI-Ac-LDL-Komplex (1:100 mit 
Wachstumsmedium verdünnt) frühestens 36 Stunden nach der Passage den Zellen zugegeben werden. Die 
Inkubation erfolgt über vier Stunden im Brutschrank. Nach Absaugen des Gemisches spült man dreimal 
mit reinem Kulturmedium. Die Proben werden in Mounting Medium eingedeckt und anschließend mit 
dem DMRX-Fluoreszenz-Mikroskop  (Filter N2.1) dargestellt sowie fotografisch dokumentiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 3, DiI-Ac-LDL-Markierung, fluoreszenzmikroskopische Aufnahme 400x Vergrößerung 
Die isolierten Zellen zeigen eine deutliche Aufnahme des fluoreszenzmarkierten Low Densitiy Lipo-
proteins. Über den gesamten Zellkörper verteilt lassen sich fluoreszierende Granula nachweisen. Die 
Intensität der Fluoreszenz sowie die Zellmorphologie erlauben eine eindeutige Identifizierung der Zellen 
als Endothelzellen. 
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4 Versuchsaufbau und –durchführung 
Nach der Inkorporation von 10 µg des endothelzellspezifischen Wachstumsfaktors Vascular Endothelial 
Growth Factor bzw. 1,5 mg des Mitosehemmers Colchicin in Poly-D,L-Lactid-Folien werden diese im 
indirekten sowie im direkten Kontakt mit einer humanen Endothelzellkultur (HUVEC) der zweiten bis 
vierten Passage getestet. Zur Beurteilung einer Beeinflussung der Wachstumsförderung des VEGFs durch 
die Gammasterilisation dienen Dosis-Wirkungskurven der  Substanz vor und nach Sterilisation. Zur 
Auswertung kommen Morphologie, Vitalität und Proliferationsverhalten der Zellen.  
Die Gewinnung der HUVECs erfolgt aus humanen Nabelschnurvenen bis zu vier Tagen post partum. Um 
eine Verunreinigung der Kultur mit Fibroblasten oder glatten Muskelzellen auszuschließen, wurden die 
Endothelzellen mittels Faktor VIII- sowie LDL- Markierung verifiziert. Die Kultur und Inkubation für die 
einzelnen Versuche vollziehen sich im serumfreien Endothelzellsystem bei 37°C und einem CO2-Gehalt 
von  5%. Vor der Aussiedelung zu den jeweiligen Versuchszwecken bleiben die Endothelzellen ein bis 
zwei Tage ebenfalls serumfrei. 
 
4.1 VEGF-Dosis-Wirkungskurve 
Die halbmaximale Stimulation des endothelzellspezifischen Wachstumsfaktors Vascular Endothelial 
Growth Factor 165 wird zwischen 100 pg/ml [Ferrera] und 2 ng/ml [Connolly] angegeben. Um eine Ver-
änderung des Wirkungsprofiles durch die Gammasterilisation beurteilen zu können, wird die Dosis-
Wirkungskurven von VEGF vor und nach Sterilisation verglichen. Der verwendete XTT-Test ermöglicht 
über die Bestimmung der Stoffwechselaktivität der Endothelzellen einen direkten Rückschluß auf die 
Proliferationsrate und damit auf die Wachstumsförderungspotenz des VEGF in seinen verschiedenen 
Konzentrationen und Behandlungen. 
Die Endothelzellen werden serumfrei in 96er Mikrotiterplatten ausgesät (100.000Zellen/ml) und nach 
einer 24 stündigen Adhäsionszeit mit der Verdünnungsreihe des VEGF inkubiert. Es folgt eine 
24stündige Inkubation, danach ein Wechsel des Mediums sowie der getesteten Substanzen und das 
20stündige Labeling mit den jeweiligen Testsubstanzen. Als Negativkontrolle fungiert eine HUVEC-
Kultur ohne Zusatz. Zur Positivkontrolle wird einer Well-Reihe das Mitosegift Colchicin in einer 
Verdünnung von 100µg/ml zugesetzt. Um die Erhöhung der Extinktion durch die Eigenfärbung des 
Kulturmediums sowie der Testzusätze vom eigentlichen Farbumschlag subtrahieren zu können, läuft bei 
allen Versuchen ein sogenannter Blank als Leerwert mit. Hierbei handelt es sich um ein Well ohne 
Zellen, in dem sich das Kulturmedium und die Testzusätze befinden. Eine zuerst erstellte lineare 
Verdünnungsreihe mit Konzentzrationen von 0,075, 0,15, 0,3, 0,6, 1,25, 2,5, 5, 10 und 20 ng VEGF pro 
Milliliter sowie die Angaben über halbmaximale und maximale Wachstumsförderung in der Literatur 
zeigen eine besonders hohe Proliferationspotenz in den niedrigen Konzentrationsbereichen. Dies 
veranlaßte dazu, bei den Versuchen zum Vergleich der Dosis-Wirkungspotenz des unbehandelten bzw. 
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des gammasterilisierten Wachstumsfaktors für den Bereich der hohen Konzentrationen nur exemplarisch 
eine niedrige Verdünnungsstufe herauszugreifen. Die Endkonzentrationen des unbehandelten bzw. des 
gammasterilisierten Wachstumsfaktors in den einzelnen Proben betragen 0,075, 0,15, 2,5 sowie 10 ng pro 
Milliliter Kulturmedium. 
 
Einteilung der 96Well-Mikrotiterplatte (8x12Wells), VEGF-Konzentrationen in ng/ml 
0,075 0,15 2,5 10,0 Neg. Pos. Blank      
0.075 0,15 2,5 10,0 Neg. Pos. Blank      
0,075 0,15 2,5 10,0 Neg. Pos. Blank      
0,075 0,15 2,5 10,0 Neg. Pos. Blank      
0,075 0,15 2,5 10,0 Neg. Pos. Blank      
0,075 0,15 2,5 10,0 Neg. Pos. Blank      
0,075 0,15 2,5 10,0 Neg. Pos. Blank      
0,075 0,15 2,5 10,0 Neg. Pos Blank      
 
 
4.1.1 XTT 
Der XTT-Test erlaubt eine quantitative Bestimmung der Vitalität über die Stoffwechselaktivität der Mito-
chondrien. Je höher die Proliferationsrate der Endothelzellen durch die spezifische Stimulation mittels 
VEGF ist, umso größer wird auch der Stoffwechselmetabolismus in den Endothelzellen. Somit kann man 
den XTT-Test zur Ermittlung einer Dosis-Wirkungskurve des Wachstumsfaktors heranziehen. 
Durchführung: 
1. 24 bis 48stündige serumfreie Kultur vor Aussaat zu Versuchszwecken 
2. Serumfreies Besiedeln der 96Well-Mikrotiterplatten (100.000 Zellen/ml, 100µl/Well) 
3. 24stündige Adhäsion 
4. 24 Stunden Inkubation mit der VEGF-Verdünnungsreihe bzw. den Kontrollen  
5. Medium- und Zusatzwechsel sowie Zugabe von 50µl Reaktionsreagenz pro 100µl-Well (5ml XTT-
Labeling-Reagenz vermischt mit 100µl Electron-Coupling-Reagenz) 
6. 20stündiges Labeling bei 37°C und 5% CO2-Gehalt. 
7. Extinktionsbestimmung im ELISA-Reader bei 450nm Wellenlänge 
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4.2 Folien: Indirekter Kontakt 
Die mittels CESP-Verfahrens hergestellten Poly-D,L-Lactid-Folien enthalten in ihren winzigen Poren den 
endothelzellspezifischen Wachstumsfaktor VEGF oder das Mitosegift Colchicin. Die wabenartige 
Struktur der Polymerfolien soll bei der Degradation zu einer verzögerten Freisetzung der inkorporierten 
Substanzen führen.Die zu testenden Folien schwimmen frei in den mit Kulturmedium gefüllten Test-
kammern, auf deren Boden ein Endothelzellayer wächst. Durch die Degradation der Folien wird der ein-
gebaute Wachstumsfaktor, das Colchicin und auch die Abbauprodukte der PDLLA-Folie selbst in das 
Medium abgegeben. Diese Abgabe wird im indirekten Kontakt der Folien mit einer serumfreien En-
dothelzellkultur anhand der Morphologie, der Vitalität und des Wachstumsverhaltens der Zellen geprüft. 
Um die Verträglichkeit des Poly-D,L-Lactids zu testen, werden die HUVEC ebenfalls mit der puren 
PDLLA-Folie inkubiert. Alle Versuche finden im serumfreien Kulturmedium nach ein- bis zweitägiger 
Serumentwöhnung statt. Als Kontrollen laufen Kammern mit reinem Medium (Negativkontrolle) und 
Colchicin in einer Konzentration von 100µg/ml mit. Für die Substraktion der Eigenfärbung des Mediums 
sowie der Testsubstanzen vom eigentlichen Farbumschlag bei der ELISA-Reader-Auswertung (XTT, 
BrdU) wird zusätzlich der Blank ermittelt. 
 
Einteilung der 24Well-Mikrotiterplatte für den XTT- und BrdU-Test im indirekten Kontakt 
PDLLA- 
Folie 
VEGF- 
Folie 
Colchicin
- 
Folie 
Neg. Pos. Blank 
PDLLA-
Folie 
VEGF- 
Folie 
Colchicin
- 
Folie 
   
 
 
     
 
 
     
 
 
Die Vitalitäts- und Morphologieversuche werden in 2er-Chamberslides durchgeführt. Je eine Folie bzw. 
Kontrolle (PDLLA-Folie, VEGF-Folie, Colchicin-Folie, Negativkontrolle, Positivkontrolle) wird dabei in 
einer Kammer getestet. 
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4.2.1 Morphologie 
Um einen Einfluß der im Kulturmedium befindlichen freigesetzten Wirkstoffe (VEGF, Colchicin) und 
Degradationsprodukte (Lactat) auf die Zellmorphologie festzustellen, werden die Zellen mittels der 
Hämalaun-Färbung nach Mayer dargestellt. Diese Kernfärbung erlaubt zusätzlich über die Anzahl der 
Mitosen in gewissem Maße eine Aussage über die Proliferationsrate. 
Durchführung: 
1. 24 bis 48 Stunden serumfreie Kultur 
2. Serumfreie Aussaat in die Chamberslides (100.000 Zellen/ml) 
3. 24stündige Adhäsion 
4. Mediumwechsel und Zusatz der Folien (1cmx1cm) bzw. des Colchicins (100µg/ml] 
5. 48stündige Inkubation bei 37°C und 5% CO2-Gehalt 
6. Absaugen des Mediums, Entfernen der Folien 
7. Chamberslide 20 Minuten in 3,7% Formalin fixieren 
8. 20 Minuten mit Hämalaunlösung färben 
9. Objektträger einige Minuten unter fließendem Wasser spülen 
10. Lufttrocknen 
11. Probe mit PBS überschichten, Deckglas auflegen und fotografisch im Hellfeld-Durchlicht doku-
mentieren 
 
4.2.2 Vitalität 
Geschädigte oder tote Zellen nehmen den rot fluoreszierenden Stoff Ethidiumbromid viel schneller auf als 
vitale Zellen. Sollten bei der Degradation der getesteten Folien toxische Produkte entstehen, so könnte 
man neben den normalen durch Fluoreszein grün fluoreszierenden Nuklei auch rot fluoreszierende Zell-
kerne der HUVEC detektieren. Bei der Vitalitätsfärbung ist zügiges Arbeiten wichtig, da die Fluoreszenz 
bei Tageslicht sehr schnell verblaßt. Außerdem färben sich bei zu langer Inkubation auch die Kerne vita-
ler Zellen durch Ethidiumbromid an, so daß dann keine Differenzierung von den geschädigten oder toten 
HUVEC mehr erfolgen kann. 
Durchführung: 
1. Umsetzen auf serumfreie Kultur 24 bis 48 Stunden vor Versuchsbeginn 
2. Serumfreie Aussaat auf Chamberslides (100.000 Zellen/ml) 
3. 24stündige Adhäsion 
4. Mediumwechsel und Zusatz der Folien (1cmx1cm) bzw. des Colchicins (100µg/ml) 
5. 48 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO2-Gehalt 
6. Absaugen des Mediums und Entfernen der Folien 
7. 50µl FDA-Stammlösung mit 50µl EB-Stammlösung und 10ml Medium mischen, Proben bedecken 
 35
8. 2 Minuten im Brutschrank inkubieren 
9. Zweimaliges Spülen mit PBS 
10. Proben mit Mountig Medium zum längeren Erhalt der Fluoreszenz überdecken 
11. Deckglas auflegen und die Proben unter dem DMRX-Fluoreszenzmikroskop (Filter I3) detektieren 
und dokumentieren  
 
4.2.3 XTT 
Der XTT-Test bestimmt über die Mitochondrienaktivität der Zellen quantitativ die Vitalität und in gewis-
sem Ausmaß damit auch die Proliferation der HUVEC im indirekten Kontakt mit den Folien. So kann 
man über die Bestimmung der Stoffwechsellage eine Aussage zur Freisetzung des VEGF und des 
Colchicins bzw. zu der Entstehung von toxischen Produkten bei der Foliendegradation machen. 
Durchführung: 
1. 24- bis 48stündige serumfreie Kultur vor Aussaat zu Versuchszwecken 
2. Serumfreie Besiedelung der 24Well-Mikrotiterplatten mit HUVEC (100.000 Zellen/ml) 
3. 24 Stunden Adhäsion 
4. Mediumwechsel und Zugabe der Folien (1,1cmx1,1cm) und Kontrollen (Colchicin 100µg/ml) 
5. 48stündige Inkubation bei 37°C und 5% CO2-Gehalt 
6. Zugabe von 500µl des Reagenzgemisches pro 1ml Well ohne vorherigen Mediumwechsel und ohne 
die Folien zu entfernen (5ml XTT-Labeling-Reagenz vermischt mit 100µl Electron-Coupling-
Reagenz) 
7. 6 Stunden Labeling bei 37°C und 5% CO2-Gehalt 
8. Überführen der Testmedien in eine 96Well-Mikrotiter-Meßplatte (100µl/Well) 
9. Extinktionmessung mit dem ELISA-Reader bei 450nm Wellenlänge 
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4.2.4 BrdU 
Durch die Degradation der Poly-D,L-Lactid-Folien erfolgt eine Freisetzung der inkorporierten Substanzen 
in das Kulturmedium der Endothelzellen. Der Wachstumsfaktor führt zu einer erhöhten Proliferationsrate 
der Zellen, das Colchicin dagegen hemmt die Mitose. Eine Veränderung der Proliferation im BrdU-Test 
im Vergleich zu einer Kultur ohne jegliche Zusätze (Negativkontrolle) liefert so indirekt den Beweis einer 
Freisetzung der Wirkstoffe aus den Folien. Außerdem kann eine mögliche Beeinflußung des Zellwachs-
tums durch die Abbauprodukte des Polymers im Kontakt mit der reinen PDLLA-Folie detektiert werden. 
Durchführung: 
1. 24- bis 48stündige serumfreie Kultur vor Aussaat zu Versuchszwecken 
2. Serumfreie Besiedelung der 24Well-Mikrotiterplatten mit HUVEC (100.000 Zellen/ml) 
3. 24 Stunden Adhäsion 
4. Mediumwechsel und Zugabe der Folien (1,1cmx1,1cm) und Kontrollen (Colchicin 100µg/ml) 
5. 48stündige Inkubation bei 37°C und 5%CO2-Gehalt 
6. Zugabe von 100µl BrdU-Labeling-Lösung pro 1ml Well ohne vorherigen Mediumwechsel und ohne 
die Folien zu entfernen (10ml BrdU-Labeling-Reagenz auf 990µl Kulturmedium) 
7. 6 Stunden Labeling bei 37°C und 5%CO2-Gehalt 
8. Vorsichtiges Absaugen des Mediums, Entfernen der Folien 
9. 30 Minuten Fixieren mit 1ml FixDenat pro Well 
10. Abschütteln der Fixationslösung 
11. Anti-BrdU-POD-Arbeitslösung in die Wells pipettieren (100µl Anti-BrdU-POD-Stammlösung auf 
9,9 ml Antikörper-Verdünnungslösung, pro Well 1ml dieser Mischung) 
12. 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren 
13. Dreimaliges Waschen mit je 2ml PBS 
14. Nach Entfernen der Waschlösung 1ml Substratlösung in jedes Well geben 
15. Nach 10 Minuten Farbumschlag durch Zugabe von 250µl H2SO4 stoppen 
16. Überführen der Testansätze in eine 96Well-Mikrotiter-Meßplatte (100µl/Well) 
17. Bestimmung der Extinktion mit dem ELISA-Reader bei 450nm Wellenlänge 
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4.3 Folien: Direkter Kontakt 
Die Versuche zum direkten Kontakt erfolgen in einer speziell angefertigten Kontaktkammer. Die Proben 
werden zwischen einer Bodenplatte aus Metall und zwei Deckplatten aus Kunststoff bzw. Metall mit ein-
gebohrten Löchern eingespannt. Der Boden der Wells besteht somit aus den zu testenden Folien. Die seit-
liche Wand wird durch mit Teflon beschichtete Hülsen gebildet, die in die Bohrungen der Deckplatten 
gesteckt werden. Die einzelnen Platten werden möglichst fest miteinander verschraubt. Kunststoffunter-
lagen, gegen welche die Hülsen gepresst werden, verhindern ein Auslaufen des Mediums aus den 
Kammern. Für diese Anordnung werden die Folien vor der Gammasterilisation auf ein Maß von 
1,3cm x 4,5cm zurechtgeschnitten. In eine Kontaktkammer können drei Folienstreifen eingespannt 
werden, von denen jeder wiederum den Boden für drei Wells bildet. So kommen also für jede Probe neun 
Wells zur Auswertung. 
 
Abbildung Nummer 2, Zeichnung Kontaktkammer 
 
In den Versuchen zum direkten Kontakt werden die Proben (reine Poly-D,L-Lactid-Folie, VEGF- bzw. 
Colchicin-beladene Poly-D,L-Lactid-Folie) mit humanen Nabelschnurendothelzellen besiedelt. Zur Aus-
wertung kommen Proliferationsverhalten und Morphologie der HUVEC im Kontakt mit den Proben. Als 
Negativkontrolle dient eine Zellkulturfolie der Firma Heraeus aus Teflon-Fluoräthylenpropylen. 
Deckel 
Bodenplatte 
Deckplatte 
Metall 
Deckplatte 
Kunststoff 
Folien 
Well 
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4.3.1 XTT 
Der XTT-Test ermöglicht über eine Bestimmung der Stoffwechselaktivität einen Rückschluß auf das 
Proliferationsverhalten von Zellen. In diesen Versuchen zum direkten Kontakt wird das Wachs-
tumsverhalten der Endothelzellen auf den reinen PDLLA-Folien, den VEGF-haltigen und den Colchicin 
enthaltenden Poly-D,L-Lactid-Folien im Vergleich zu einem bekannten Standard (Teflon-Fluoräthylen-
propylen-Folie der Firma Heraeus) ermittelt. 
Durchführung: 
1. 24 bis 48stündige serumfreie Kultur vor Aussaat zu Versuchszwecken 
2. Serumfreie Besiedelung der Folien in den Spezialkammern für den direkten Kontakt (200.000 
Zellen/ml) 
3. 24 Stunden Inkubation bei 37°C und 5%CO2-Gehalt 
4. Zugabe von 50µl XTT-Reaktionslösung (5ml XTT-Labeling-Reagenz vermischt mit 100µl Electron-
Coupling-Reagenz) je 100µl Kammer ohne vorheriges Absaugen des Mediums 
5. 6 Stunden Labeling bei 37°C und 5% CO2-Gehalt 
6. 1:1 Überführen der Testlösungen aus den Kammern in eine 96Well-Mikrotiter-Meßplatte 
7. Extinktionsbestimmung mittels ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 450nm 
 
4.3.2 DAPI 
Durch die selektive Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes 4´,6-Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid an 
die DNA ermöglicht die DAPI-Färbung eine gute Markierung der Zellen ohne eine nennenswerte Hinter-
grundfluoreszenz. So kann fluoreszenzmikroskopisch eine quantitative und qualitative Beurteilung der 
Endothelzellen im Kontakt mit den Proben und der Kontrollfolie erfolgen. 
Durchführung: 
1. 24 bis 48stündige serumfreie Kultur vor Aussaat zu Versuchszwecken 
2. Serumfreie Besiedelung der Folien in den Spezialkammern für den direkten Kontakt (200.000 
Zellen/ml) 
3. 48 Stunden Inkubation bei 37°C und 5%CO2-Gehalt 
4. Überführen der Folien von den Kontaktkammern in Quadriperm-Kulturgefäße 
5. Verdünnen der DAPI-Stammlösung (1mg DAPI/ml Wasser) in Methanol bis zu einer Endkonzen-
tration von 1µg/ml 
6. Spülen der Folien mit dieser Arbeitslösung 
7. Bedecken der Proben mit DAPI-Methanol und 5minütige Inkubation bei 37°C und 5%CO2-Gehalt 
8. Waschen mit Methanol 
9. Auswertung unter dem DMRX-Fluoreszenz-Mikroskop (Filter A) 
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4.3.3 REM 
Die Rasterelektronenmikroskopie ermöglicht durch ihre hohe Vergrößerung eine Beurteilung der Ober-
flächenstruktur der unbesiedelten Folien. Eventuelle Strukturveränderungen durch den Einbau des 
Wachstumsfaktors bzw. des Mitosegiftes können so ermittelt werden. Ein Vergleich der unbesiedelten 
Proben mit den besiedelten Folien erlaubt Rückschlüsse auf Schädigungen durch die Fixation oder die 
aufsteigende Alkoholreihe. Nicht zuletzt sollen die Endothelzellen im Kontakt mit den verschiedenen 
Proben bezüglich Adhäsion, Morphologie und Proliferation beurteilt werden. 
Durchführung: 
1. 24- bis 48stündige serumfreie Kultur vor Aussaat zu Versuchszwecken 
2. Serumfreie Besiedelung der Folien in den Spezialkammern für den direkten Kontakt (200.000 
Zellen/ml) 
3. 48 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO2-Gehalt 
4. Lösen der Folien aus den Kontaktkammern 
5. Dreimaliges Spülen mit PBS 
6. 1 Stunde Fixation bei Raumtemperatur mit 1,5% Glutardialdehyd-Lösung 
7. Waschen mit destilliertem Wasser 
8. Entwässerung in der aufsteigenden Alkoholreihe (je 15 Minuten in 20, 40, 60, 80 und zweimal 
100%igem Ethanol) 
9. Befestigen der besiedelten und vorbehandelten Proben sowie unbesiedelter, unbehandelter Folien auf 
Probentellern 
10. Trocknung über Nacht unter reduziertem Druck in einem Exsikkator 
11. Auftragen des Leitsilbers 
12. Besprühung der Proben mit einer Goldschicht mittels Kathodenzerstäubung im Vakuum (Sputtern) 
13. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung 
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5 Versuchsergebnisse 
In diesem Kapitel werden die Resultate der Versuche (VEGF-Dosis-Wirkungskurve: XTT; indirekter 
Kontakt: XTT, BrdU; direkter Kontakt: XTT) exemplarisch anhand jeweils eines Versuches grafisch dar-
gestellt. Die Werte, die den Grafiken zugrunde liegen sowie die kompletten Ergebnisse der Versuchs-
wiederholungen können in dem angefügten Tabellenanhang nachgelesen werden. 
 
5.1 VEGF-Dosis-Wirkungskurve 
Die mittels Gasbeladungsverfahren hergestellten Poly-D, L-Lactid-Folien mit Inkorporation von VEGF 
bzw. Colchicin werden durch Gammabestrahlung sterilisiert. Die VEGF-Dosis-Wirkungskurve dient der 
Erfassung möglicher Veränderungen im Wirkungsprofil des Wachstumsfaktors durch die Gammasterili-
sation. Zu diesem Zweck werden die Wirkungskurven des unbehandelten und des gammasterilisierten 
Vascular Endothelial Growth Factor im Proliferationstest verglichen. 
5.1.1 XTT 
Dieser Versuch dient einem Vergleich der Stoffwechselaktivität als Ausdruck des Proliferationsverhaltens 
der Endothelzellen, deren Kulturmedium mit unbehandeltem bzw. gammasterilisiertem VEGF 
angereichert wurde. Die angelegte Dosis-Wirkungskurve soll Ausschluß darüber geben, ob die Wirkung 
des Wachstumsfaktors nach der Gammasterilisation nachgelassen oder sich der Gipfel der Wachstums-
kurve verschoben hat. Die zusätzliche statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Test für unverbundene 
Stichprobenpaare soll zufallsbedingte Differenzen im Wachstum ausschließen. 
Die Endothelzellen wurden über 48 Stunden dem unbehandelten bzw. dem gammasterilisierten VEGF in 
den Konzentrationen 0,075, 0,15, 2,5 sowie 10 ng/ml Kulturmedium ausgesetzt. Als Kontrollen wurde 
reines Kulturmedium ohne Zusatz (Negativkontrolle) und Kulturmedium mit dem Mitosegift Colchicin in 
einer Konzentration von 100 µg/ml (Positivkontrolle) verwendet.  
Auf der x-Achse der folgenden zwei Grafiken kommen von links nach rechts angeführte Proben zur Dar-
stellung: VEGF in unbehandelter Form (Grafik Nummer 1) bzw. in gammasterilisierter Form (Grafik 
Nummer 2) in den Konzentrationen von 0,075, 0,15, 2,5 und 10 ng/ml Kulturmedium, der Leerwert 
(Blank), die Negativkontrolle sowie die Positivkontrolle.  
Die mit Extinktion bezeichnete y-Achse spiegelt die im XTT-Versuch ermittelten Proliferationsraten der 
einzelnen Proben inklusive deren Standardabweichung wider. 
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Grafik Nummer 1, XTT-Test vom 3.3.98 unbehandeltes VEGF 
Die Dosis-Wirkungskurve des unbehandelten Wachstumsfaktors VEGF zeigt einen Anstieg der Proli-
feration im Bereich der niedrigen Wirkstoffkonzentrationen, vor allem zwischen 0,15 und 2,5 ng/ml 
Kulturmedium. Die niedrigere Verdünnungsstufe von 10 ng/ml zeigt bezüglich der Wachstumsförderung 
gegenüber 2,5 ng/ml fast keinen Benefit mehr. Das Wachstum der HUVEC unter dem Einfluß des VEGF 
weist ab der Konzentration von 2,5 ng/ml eine positive Beeinflussung im Vergleich mit der Nega-
tivkontrolle auf. Die Positivkontrolle liegt mit einer Extinktion von ca. 0,2 erwartungsgemäß deutlich 
unter den Ergebnissen der anderen Proben. Die Resultate dieses Versuches bestätigen sich bei Betrach-
tung der Statistik, die für alle drei Testdurchgänge gemeinsam ermittelt wurde. In der Reihe der anstei-
genden Konzentrationen zeigt allein die Stufe zwischen 0,15 und 2,5 ng/ml ein hoch signifikantes P von 
0.0004. Die Extinktionsdifferenzen der Stichprobenpaare 0,075/0,15 und 2,5/10 ng/ml sind bei einem P 
von 0,6997 bzw. 0,9772 eher zufallsbedingt. Bei der Gegenüberstellung von VEGF-Reihe und Negativ-
kontrolle ist P signifikant für 2,5 ng/ml (0,0004) und 10 ng/ml (0,011). Die Verdünnungsstufe 0,075 
ng/ml zeigt im Vergleich mit der Negativkontrolle mit einem P von 0,1229 keine wertbare Differenz. P 
für 1,5 ng/ml ist mit 0,0675 grenzwertig. Im Gegensatz dazu weisen alle Konzentrationen des Wachs-
tumsfaktors sowie die Negativkontrolle gegenüber der Positivkontrolle ein hochsignifikantes P<0,0001 
auf. 
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Grafik Nummer 2, XTT-Test 3.3.98 gammasterilisiertes VEGF 
Vergleicht man diese Dosis-Wirkungskurve des gammasterilisierten Wachstumsfaktors mit obigem XTT-
Test des unbehandelten VEGF, so fällt auch hier der größte Anstieg im Bereich zwischen 0,075 und 2,5 
ng/ml Kulturmedium bei fehlender Steigerung zu der hohen Konzentration von 10 ng/ml auf. Insgesamt 
liegen die Extinktionen jedoch unter denen des unbehandelten, und die Zunahme der Proliferation er-
scheint etwas steiler. Dies muß man allerdings relativieren, da auch die Stoffwechselaktivität in der Ne-
gativkontrolle hier niedriger ist. Auch in diesem Versuch zeigt sich eine deutliche Proliferationshemmung 
durch die Positivkontrolle. Die Ergebnisse der Statistik stimmen bezüglich der einzelnen Verdünnungs-
stufen größtenteils mit denen des unbehandelten VEGF überein. Auch hier zeigt sich ein hoch signifi-
kantes P von 0,0008 für das Stichprobenpaar 1,5/2,5 ng/ml, während die Differenzen zwischen 2,5 und 10 
ng/ml zufallsbedingt sein könnten (P=0,7494). Allerdings weist auch schon die Stufe zwischen 0,075 und 
1,5 ng/ml mit einem P von 0,0487 auf grenzwertig signifikante Differenzen im Wachstum der Zellen hin. 
Anders als bei der Dosis-Wirkungskurve für das unbehandelte VEGF finden sich bei der Gegenüberstel-
lung der verschiedenen Wachstumsfaktorkonzentrationen mit der Negativkontrolle durchweg signifikante 
Extinktionsunterschiede mit P zwischen 0,0068 und <0,0001. Die Resultate des Vergleichs der Proben 
mit der Positivkontrolle decken sich wiederum mit denen des unbehandelten VEGF (P<0,0001). 
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5.2 Folien: Indirekter Kontakt 
In den Versuchen zum indirekten Kontakt soll die Freisetzung der in die PDLLA-Folien inkorporierten 
Wirkstoffe sowie ihr Einfluß auf die HUVEC detektiert werden. In der vorgesehenen Anwendung des 
Materials als kardiovaskuläre Stents soll zum einen das bei der Stentdegradation freigesetzte VEGF die 
Proliferation der vaskulären Endothelzellen fördern und ein Überwachsen der Prothese beschleunigen. 
Der konfluente Endothelzellayer führt dann sekundär zu einer Hemmung der glatten Muskelzellprolifera-
tion und kann so die Restenoserate vermindern [Scott-Burden]. Der andere Ansatz soll durch die Freiset-
zung von Colchicin direkt der Reduktion der neointimalen Hypertrophie dienen. Mögliche Einflüsse 
durch das reine Polymer bzw. seines Abbauproduktes werden in den Versuchen über die reine PDLLA-
Folie erfaßt. 
5.2.1 Morphologie 
Die Hämalaun-Färbung nach Mayer ermöglicht eine lichtmikroskopische Beurteilung der Endothelzellen 
im indirekten Kontakt mit den Proben und Kontrollen. Mögliche Beeinflussungen des Zellwachstums 
oder der Morphologie durch die Folien oder deren Abbauprodukte können so erkannt werden. 
§ PDLLA-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 4, Morphologie HUVEC im indirekten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie, 
lichtmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 200x 
Die HUVEC zeigen im indirekten Kontakt mit der Poly-D,L-Lactid-Folie ein gutes Wachstum über die 
gesamte Oberfläche des Chamberslides. Die Zellmorphologie ist endothelzellspezifisch (Cobblestone-
Muster) mit Ausbildung von Zellausläufern und großen rundlichen Zellkernen. Vereinzelt sind 
Zellteilungen zu erkennen. 
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§ VEGF-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 5, Morphologie HUVEC im indirekten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie mit 
eingearbeitetem VEGF, lichtmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 200x 
 
Im indirekten Kontakt mit der Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem VEGF besiedeln die 
Endothelzellen mit ihrem typischen pflastersteinartigen Wachstumsmuster dicht die Kontaktkammer. Sie 
bilden Zellausläufer aus und haben große, runde Zellkerne, die sich teilweise in der Mitosephase 
befinden. 
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§ Colchicin-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 6, Morphologie HUVEC im indirekten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie mit 
eingearbeitetem Colchicin, lichtmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 400x 
 
Auf der Oberfläche des Chamberslides, welches im indirektem Kontakt mit der Poly-D,L-Lactid-Folie 
mit inkorporiertem Colchicin steht, sind nur vereinzelte Endothelzellen auszumachen. Die Morphologie 
ist untypisch (fehlende Ausbildung von Zellausläufern, sehr kompakte, fast kugelige Zellform). 
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§ Negativkontrolle 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 7, Morphologie HUVEC im Kontakt mit reinem Kulturmedium, lichtmikroskopische 
Aufnahme, Vergrößerung 200x 
 
Die Negativkontrolle mit normalem serumfreien Kulturmedium ohne Zusätze zeigt die übliche 
Morphologie der HUVEC mit der Ausbildung von Zellausläufern. Die Endothelzellen überziehen mit 
ihrem pflastersteinartigen Wachstumsmuster fast die gesamte Oberfläche des Chamberslides. 
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§ Positivkontrolle 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 8, Morphologie HUVEC im Kontakt mit colchicinhaltigem Kulturmedium (100 µg/ml), 
lichtmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 400x 
 
Die Endothelzellen zeigen unter dem Einfluß des colchicinhaltigen Mediums nur ein geringes Wachstum, 
ziehen sich zusammen und bilden keine Zellausläufer aus. 
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5.2.2 Vitalität 
Die Vitalitätsfärbung soll Aufschluß über eine mögliche Toxizität der verschiedenen Folien bzw. deren 
Abbauprodukte im indirekten Kontakt mit den HUVEC geben. Vitale Zellen färben sich grün, 
geschädigte bzw. letale Zellen kommen rot zur Darstellung. 
 
§ PDLLA-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 9, Vitalität HUVEC im indirekten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie, 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung200x 
 
Die HUVEC zeigen im indirekten Kontakt mit der Poly-D,L-Lactid-Folie ein fast flächendeckendes 
Bewachsen der Chamberslides. Die Morphologie weist das für die Endothelzellen typische sogenannte 
Cobblestone-Muster (pflastersteinartige Anordnung) auf. Die HUVEC fluoreszieren ausschließlich grün 
als Ausdruck ihrer Vitalität. Geschädigte oder letale Zellen sind nicht auszumachen. 
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§ VEGF-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 10, Vitalität HUVEC im indirekten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem 
VEGF, fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 200x 
 
Im Kontakt mit der Poly-D,L-Lactid-Folie mit inkorporiertem VEGF erscheinen die Endothelzellen vital. 
Der Boden der Kontaktkammer ist dicht besiedelt, die HUVEC weisen die für sie typische Morphologie 
auf. 
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§ Colchicin-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 11, Vitalität HUVEC im indirekten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem 
Colchicin, fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 200x 
 
Die Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem Colchicin bewirkt eine Proliferationshemmung der 
Endothelzellen. Auf dem Boden der Chamberslides erkennt man vereinzelt HUVEC ohne die Ausbildung 
der üblichen Zellausläufer. Die Probe scheint jedoch nur das Wachstum zu beeinflussen, Zeichen einer 
Zellschädigung oder –letalität sind nicht zu erkennen. 
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§ Negativkontrolle 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 12, Vitalität HUVEC im Kontakt mit reinem Kulturmedium, fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahme, Vergrößerung 200x 
 
Die Endothelzellen im reinen Kulturmedium besiedeln flächenhaft die gesamte Oberfläche der 
Kontaktkammern. Die Zellmorphologie ist typisch, Zeichen einer Schädigung oder Letalität nicht 
festzustellen 
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§ Positivkontrolle 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 13, Vitalität HUVEC im Kontakt mit colchicinhaltigem Kulturmedium (100 µg/ml), 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 100x 
 
Ähnlich wie bei der PDLLA-Folie mit eingearbeitetem Colchicin zeigen die Endothelzellen im Kontakt 
mit colchicinhaltigem Kulturmedium kaum eine Proliferation. Vereinzelte vitale HUVEC mit atypischer 
Konfiguration besiedeln die Chamberslides. Geschädigte oder letale Zellen sind nicht nachweisbar.  
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5.2.3 XTT 
In diesem Versuch soll die Freisetzung der in die Poly-D,L-Lactid-Folien eingearbeiteten Substanzen 
über eine Beeinflussung der Stoffwechselaktivität beurteilt werden. Die Endothelzellen wurden den ver-
schiedenen Proben über 48 Stunden ausgesetzt. Als Negativkontrolle dient eine Kultur mit reinem 
Kulturmedium ohne Zusätze; für die Positivkontrolle wurden die HUVEC mit Colchicin in einer Kon-
zentration von 100 mg pro Milliliter Kulturmedium versetzt. 
Auf der x-Achse sind von links nach rechts folgende Proben bzw. Kontrollen aufgetragen: Poly-D,L-
Lactid-Folie, Poly-D,L-Lactid-Folie mit inkorporiertem VEGF, Poly-D,L-Lactid-Folie mit inkorporiertem 
Colchicin, der Leerwert (Blank), die Negativkontrolle sowie die Positivkontrolle. Auf der y-Achse 
kommen die im XTT-Test gemessenen Extinktionen sowie die Standardabweichung zur Darstellung. Die 
Extinktionen sind Ausdruck der Stoffwechselaktivität der Zellen und spiegeln so deren Proliferationsrate 
wider. 
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Grafik Nummer 3, XTT-Test vom 2.5.98 indirekter Kontakt 
 
Vergleicht man die Proliferationsraten der Endothelzellen im indirekten Kontakt mit den verschiedenen 
Folien, so fällt eine Wachstumsförderung durch die VEGF-Folie im Vergleich zu der Negativkontrolle 
auf. Aber auch der indirekte Kontakt mit der unbehandelten PDLLA-Folie scheint eine leichte Wachs-
tumsförderung zu verursachen. Die Hemmungspotenz der Colchicin-inkorporierten Folie gleicht jener der 
Positivkontrolle. 
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5.2.4 BrdU 
Der BrdU-Test erlaubt über die Bestimmung der Proliferationsrate der HUVEC einen direkten Rück-
schluß auf die Freisetzung der eingearbeiteten wachstumsfördernden bzw. wachstumshemmenden Sub-
stanzen. Die Endothelzellen wurden über 48 Stunden den Proben bzw. den Kontrollen im indirekten 
Kontakt ausgesetzt. 
Die obige Grafik stellt die Extinktion und deren Standardabweichung (y-Achse) als Ausmaß der Proli-
ferationsrate der Endothelzellen im indirekten Kontakt mit den Proben bzw. den Kontrollen (x-Achse) 
dar. Als Proben und Kontrollen kommen von links nach rechts zum Einsatz: Poly-D,L-Lactid-Folie, Poly-
D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem VEGF, Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem Colchicin, der 
Leerwert (Blank), die Negativkontrolle und die Positivkontrolle. 
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Grafik Nummer 4, BrdU-Test vom 29.4.98 indirekter Kontakt 
 
Es fällt eine deutliche Proliferationssteigerung der Endothelzellen im indirekten Kontakt mit der VEGF-
Folie im Vergleich zu der Negativkontrolle auf. Die unbehandelte Poly-D,L-Lactid-Folie scheint eben-
falls eine Wachstumsförderung der HUVEC zu bewirken. Vergleicht man die Extinktion der Probe im 
Kontakt mit der Colchicin-Folie mit der Negativ- und der Positivkontrolle, so hemmt die Colchicin-Folie 
zwar das Wachstum der Endothelzellen, jedoch nicht ganz so stark wie das mit dem Colchicin direkt ver-
setzte Kulturmedium. 
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5.3 Folien Direkter Kontakt 
Mittels dieser Versuche soll die direkte Verträglichkeit der eingesetzten Folien bezüglich der Endothel-
zellen ausgetestet werden. Drei Faktoren beeinflussen das Wachstum der HUVEC auf den Proben. Das 
sind zum einen die Oberflächentopographie der Folien und die chemischen Eigenschaften ihrer 
Oberfläche, zum anderen die aus den Proben freigesetzten Wirkstoffe. So erhofft man sich von dem in-
korporierten VEGF eine Förderung, von dem Colchicin eine Hemmung des direkten Endothelzell-
wachstums auf den Folien. 
5.3.1 DAPI  
Durch die selektive Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes 4´,6-Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid an 
die DNA ermöglicht die DAPI-Färbung eine gute Markierung der Zellkerne ohne eine nennenswerte 
Hintergrundfluoreszenz. So kann fluoreszenzmikroskopisch das Proliferationsverhalten und die Zellmor-
phologie der HUVEC im Kontakt mit den Proben und der Kontrollfolie beurteilt werden. Die folgenden 
Fotos zeigen die besiedelten Proben in 200facher Vergrößerung. Die porigen Oberflächen der verschiede-
nen Poly-D,L-Lactid-Folien erschwert das Fokussieren unter dem Mikroskop, so daß lediglich ein Ab-
schnitt der Proben scharf dargestellt werden kann.  
§ PDLLA-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 14, Morphologie (DAPI) HUVEC im direkten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie, 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 200x 
Auf der blasigen Oberfläche der Poly-D,L-Lactid-Folie kann man gleichmäßig verteilt die rundlichen, 
fluoreszierenden Zellkerne der adhärenten Endothelzellen erkennen. Die Zellen bewachsen nicht die 
gesamte Folienoberfläche. 
 56
 
§ VEGF-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 15, Morphologie (DAPI) HUVEC im direkten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie mit 
eingearbeitetem VEGF, fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 200x 
 
Das Foto der besiedelten Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem VEGF zeigt neben den Poren der 
Probe die adhärenten Endothelzellen. Die Zellkerne kommen gleichmäßig fluoreszierend und rundlich zur 
Darstellung. Die Folienoberfläche ist nur teilweise von Zellen bedeckt. 
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§ Colchicin-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 16, Morphologie (DAPI) HUVEC im direkten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie mit 
eingearbeitetem Colchicin, fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 200x 
 
Am unteren und rechten Bildrand zeichnen sich relativ große Poren der Poly-D,L-Lactid-Folie mit 
eingearbeitetem Colchicin ab. Angedeutet erahnt man einige fluoreszierende Zellkerne auf der Folie. Sie 
erscheinen kleiner als auf den anderen Proben. 
 58
 
§ Heraeus-Kontrollfolie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 17, Morphologie (DAPI) HUVEC im direkten Kontakt mit Heraeus-Kontrollfolie 
(Negativkontrolle), fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 200x 
 
Die Endothelzellen besiedeln fast konfluent große Teile der Heraeus-Kontrollfolie. Die Zellkerne 
kommen groß und rundlich zur Darstellung, schemenhaft kann man die ausgebreiteten Zellkörper mit 
ihren Ausläufern erkennen. 
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5.3.2 REM 
Da das Zellwachstum im direkten Kontakt mit den eingesetzten Folien maßgeblich von deren 
Oberflächentopographie abhängt, wurden rasterelektronische Darstellungen im unbesiedelten Zustand 
sowie im Zellkontakt angefertigt. Die folgenden Fotos zeigen die verschiedenen unbesiedelten Folien in 
50-facher Vergrößerung, die Bilder der besiedelten Folien zeigen eine 600-fache Vergrößerung. 
 
§ unbesiedelte PDLLA-Folie  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 18, Morphologie der unbewachsenen Poly-D,L-Lactid-Folie, 
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 50x 
 
Die unbewachsene Poly-D,L-Lactid-Folie zeichnet sich durch gruppierte Poren meist gleicher Größe mit 
einzelnen größeren Hohlräumen aus. Die Oberfläche zwischen den Poren ist relativ glatt. 
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§ besiedelte PDLLA-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 19, Morphologie (REM) HUVEC im direkten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie, 
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 600x 
 
Das Foto der besiedelten Poly-D,L-Lactid-Folie zeigt ein Wachstum der Endothelzellen auf der 
vorwiegend glatten Oberfläche der Folie. Die am unteren Bildrand angeschnittenen Poren bleiben vom 
Wachstum der Zellen ausgespart. Die Zellmorphologie zeichnet sich durch ein flächiges Anwachsen, der 
Ausbildung von Zellausläufern und große runde Zellkerne aus. 
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§ unbesiedelte VEGF-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 20, Morphologie der unbewachsenen Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem VEGF, 
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 50x 
 
Die unbewachsene Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem VEGF zeigt eine rissige, wellige 
Oberfläche. Vereinzelt findet man kleine Poren, am unteren Bildrand sind einige gruppierte Hohlräume 
zu erkennen. 
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§ besiedelte VEGF-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 21, Morphologie (REM) HUVEC im direkten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie mit 
eingearbeitetem VEGF, rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 600x 
 
Die Ausbreitung der Endothelzellen auf der Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem VEGF beschränkt 
sich überwiegend auf die glatten Abschnitte der Folie; reicht aber zum Teil bis in die größeren 
Hohlräume. Die Zellmorphologie zeigt sich flächig mit Ausbildung von Zellausläufern, die Zellkerne sind 
groß und rund. 
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§ unbesiedelte Colchicin-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer22, Morphologie der unbewachsenen Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem Colchicin, 
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 50x 
 
Die unbewachsene Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem Colchicin weist eine sehr rauhe Oberfläche 
mit zahlreichen Poren unterschiedlicher Größe auf. 
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§ besiedelte Colchicin-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 23, Morphologie (REM) HUVEC im direkten Kontakt mit Poly-D,L-Lactid-Folie mit 
eingearbeitetem Colchicin, rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 600x 
 
Das Foto der besiedelten Poly-D,L-Lactid-Folie zeigt vereinzelte Zellen auf den glatten Anteilen der 
Probenoberfläche und in den Hohlräumen. Die Endothelzellen zeigen kein flächenhaftes Anwachsen, son-
dern sind kugelig zusammengezogen ohne Ausbildung von Zellausläufern. Zellkerne sind nicht auszuma-
chen. 
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§ Heraeus-Kontrollfolie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 24, Morphologie der unbewachsenen Heraeus-Kontrollfolie (Negativkontrolle), 
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 50x 
Die unbewachsene Heraeus-Kontrollfolie zeigt eine homogene glatte Oberfläche. 
 
§ besiedelte Heraeus-Folie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto Nummer 25, Morphologie (REM) HUVEC im direkten Kontakt mit Heraeus-Kontrollfolie 
(Negativkontrolle), rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Vergrößerung 600x 
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Die Endothelzellen besiedeln im direkten Kontakt mit der Heraeus-Kontrollfolie fast die gesamte Folien-
oberfläche. Die Zellmorphologie zeichnet sich durch eine flächige Ausbreitung mit Ausbildung mehrerer 
Zellausläufer und große runde Zellkerne aus. 
 
5.3.3 XTT 
Dieser Versuch ermöglicht über die Bestimmung der Stoffwechselaktivität der Endothelzellen im direkten 
Kontakt mit den Folien einen Rückschluß auf das Wachstumsverhalten der Zellen auf den Proben und auf 
eine daraus resultierende mögliche Förderung oder Hemmung. Die HUVEC werden für 24 Stunden direkt 
auf der Poly-D,L-Lactid-Folie, der Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem VEGF bzw. Colchicin und 
auf der Negativkontrolle (Heraeus-Kontrollfolie) kultiviert. 
In der folgenden Grafik kommen die Folien auf der x-Achse von links nach rechts zur Darstellung: Poly-
D,L-Lactid-Folie, Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem VEGF, Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingear-
beitetem Colchicin sowie die Heraeus-Kontrollfolie. Die y-Achse beschreibt mit der Darstellung der Ex-
tinktion und deren Standardabweichung das Ausmaß der Proliferation. 
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Grafik Nummer 5, XTT-Test vom 27.3.99 direkter Kontakt 
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Der direkte Kontakt der Endothelzellen mit den verschiedenen Proben zeigt ein fast identisches Prolifera-
tionsverhalten der Zellen im direkten Kontakt mit der Poly-D,L-Lactid-Folie, der Poly-D,L-Lactid-Folie 
mit eingearbeitetem VEGF sowie der Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem Colchicin. Insgesamt 
liegt die Extinktion dieser drei Proben deutlich unter der der Negativkontrolle (Heraeus-Kontrollfolie). 
Die statistische Auswertung der Resultate aller drei XTT-Versuche mittels Wilcoxon-Test für unverbun-
dene Stichprobenpaare bestätigt die oben genannten Ergebnisse. Die Extinktionsdifferenzen der PDLLA-, 
VEGF- sowie Colchicin-Folie untereinander stellen sich mit Werten für P von 0,3461 (VEGF/Colchicin), 
0,3615 (PDLLA/Colchicin) und 0,7222 (PDLLA/VEGF) als statistisch nicht signifikant dar. Die 
Gegenüberstellung dieser drei Proben mit der Negativkontrolle schließt bei einem P von unter 0,0001 
zufallsbedingte Wachstumsunterschiede aus. 
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6 Diskussion 
Am Institut für Kunststoffverarbeitung der RWTH Aachen wurde ein spezielles Verfahren (Controlled 
Expansion of Saturated Polymers, CESP-Verfahren) zur Herstellung von Polymer-Formteilen entwickelt, 
welches eine geringe Verarbeitungstemperatur von ca. 35°C und damit den Einbau temperaturlabiler 
Wirkstoffe in die Proben ermöglicht. Die produzierten Biomaterialien aus dem degradierbaren Poly-D,L-
Lactid besitzen eine schaumartig mikroporöse Struktur, in der die eingearbeiteten Wirkstoffe in lyophili-
sierter Form vorliegen. Durch den Abbau des Materials im physiologischen Stoffwechsel werden diese 
Hohlräume offengelegt, die inkorporierte Substanz wird freigesetzt und kann ihre biologische Wirksam-
keit entfalten. Für diese Arbeit wurde in die PDLLA-Folien der endothelzellspezifische Wachstumsfaktor 
VEGF bzw. das Mitosegift Colchicin eingearbeitet. Das Material soll später in Form eines kardiovaskulä-
ren Stents eingesetzt werden und über die Wirkstofffreisetzung die Restenoserate nach der Implantation 
reduzieren. Der Gedanke dabei ist, daß das VEGF durch ein beschleunigtes Überwachsen des Stents mit 
Endothelzellen zum einen die Thrombogenität der Oberfläche reduziert, zum anderen über zelluläre Me-
chanismen die Proliferation der glatten Muskelzellen vermindert [Scott-Burden]. Ein anderer Ansatz ist 
die Reduktion der neointimalen Hyperplasie durch den Einsatz von wachstumshemmenden Substanzen. 
Da sich eine Hemmung der SMC-Proliferation durch ein Colchicinanalogon bereits experimentell gezeigt 
hat [March], wird hier der Einbau und die Freisetzung von Colchicin aus biodegradierbaren PDLLA-
Folien untersucht. 
In dieser Arbeit wurde das Proliferationsverhalten von humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen im 
indirekten sowie im direkten Kontakt mit mittels CESP-Verfahren hergestellten Poly-D,L-Lactid-Folien 
ohne eingearbeitete Substanzen und mit inkorporiertem Vascular Endothelial Growth Factor bzw. 
Colchicin überprüft. Eine Freisetzung der in die Folien eingearbeiteten Wirkstoffe sowie der Einfluß der 
reinen PDLLA-Folie und deren Degradationprodukte soll so am Verhalten der Endothelzellen ermittelt 
werden.  
Sterilisation: Die optimale Sterilisation der Folien ohne Aktivitätsverlust der inkorporierten Wirkstoffe 
bei Erhalt der chemischen und mechanischen Eigenschaften des PDLLAs stellt nach wie vor ein Problem 
dar. 
Thermische Sterilisationsverfahren (Hitze, Hitze-Dampf) eignen sich in diesem speziellen Fall nicht. Die 
notwendigen hohen Temperaturen von 160 bis 190°C bei der reinen Hitzesterilisation und 120 bis 135°C 
beim kombinierten Hitze-Dampfverfahren führen zur Deformation und Degradation des Polymers. 
Außerdem ist ein derartiger Temperaturanstieg mit einer Zerstörung des Wachstumsfaktors verbunden 
und würde somit den Effekt des schonenden Gasbeladungsverfahrens wieder zunichte machen.  
Die Ethylenoxidbegasung scheidet aus verschiedenen Gründen ebenfalls aus:  
Interaktionen zwischen dem Gas und dem Sterilisationsgut sind nicht auszuschließen bzw. deren Ausmaß 
schwer abzuschätzen. Außerdem ist nach der notwendigen Ausgasungszeit von zwei Wochen bei Zim-
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mertemperatur das VEGF nahezu vollständig abgebaut. Auch nach der vorgesehenen Ausgasungszeit 
können noch Spuren des toxischen Ethylenoxids vorhanden sein und die Ergebnisse in der Zellkultur ver-
fälschen. Zusätzlich ist die Gasdurchlässigkeit der Porenstruktur der Folien für Ethylenoxid nicht hinrei-
chend gesichert, so daß die geforderte Sterilität nur an der Oberfläche garantiert werden könnte. Während 
des ETO-Verfahrens werden außerdem Temperaturen von 65°C erreicht, die zu einer Zerstörung der 
Proteinstruktur des Wachstumsfaktors führen würden. 
Die H2O2-Plasmasterilisation ermöglicht zwar die Durchführung bei relativ niedrigen Temperaturen 
(45°C), es ist aber eine Hydrophilisation des PDLLA sowie eine Modifikation der Oberflächenbeschaf-
fenheit zu verzeichnen. Eine chemische Umformung des VEGF durch das starke Oxidationsmittel 
Wasserstoffperoxyd ist nicht auszuschließen. Auch bei der Plasmasterilisation ermöglicht die mangelnde 
Gasdurchlässigkeit der in sich geschlossenen Hohlräume der Folien lediglich die Sterilität der Oberfläche. 
Desinfektionsverfahren wie die Inkubation mit hochprozentigem Ethanol, Aldehyden, Halogenen oder 
Phenolen bieten nicht die notwendige Sicherheit der Keimfreiheit. Bei Bebrütungstemperaturen von 37°C 
fanden sich in der mehrtägigen Zellkultur des direkten wie indirekten Kontaktes wiederholt Kontamina-
tionen. Zusätzlich sind Konsistenzveränderungen der Folien sowie chemische Veränderungen des 
Wachstumsfaktors zu befürchten. 
Die Methode der Wahl stellt für die speziellen Anforderungen dieser Arbeit die physikalische Sterilisa-
tion durch Bestrahlung dar. Zwar ist bei dem Verfahren der Gammasterilisation ein gewisses Ausmaß an 
Polymerumbau bzw. –abbau durch Kettenbruch zu verzeichnen. Da sich die Änderung der Folienbeschaf-
fenheit sowie der Aktivitätsverlust des VEGF (durch die niedrigen erreichten Temperaturen und die 
Möglichkeit der ständigen Kühlung) in vertretbaren Grenzen hält, überwiegen die Vorteile dieses Verfah-
rens. Die Sterilität ist aufgrund der hohen Durchdringungskraft der Strahlen im gesamten Polymerbulk 
gesichert [Berndt], [Athanasiou]. 
Da für den klinischen Einsatz die Sterilität des Stents eine unbedingte Vorraussetzung ist, wurden  die 
verschiedenen Sterilisationsmethoden theoretisch auf ihre Einsatzmöglichkeit hin überprüft. Wie oben 
bereits diskutiert, stellt die Bestrahlung das geeignetste Verfahren zur Sterilisierung der Biomaterialien 
dar. Die Sterilisation der Proben erfolgte mittels Gammastrahlen unter ständiger Kühlung durch Trocken-
eis.  
Dosis-Wirkungskurve: Um eine mögliche Beeinflussung des Wirkungsprofils vom Wachstumsfaktor 
durch die Sterilisation zu erfassen, werden die Dosis-Wirkungskurven des gammasterilisierten und des 
unbehandelten VEGF im Proliferationstest verglichen. 
Betrachtet man die beiden Kurven, so fällt ein Anstieg der Proliferationsförderung vor allem im Bereich 
der hohen Verdünnungen zwischen 0,15 ng/ml und 2,5 ng/ml auf. Der Zuwachs der Extinktion zwischen 
den Verdünnungsstufen 2,5 ng/ml und 10 ng/ml ist nur noch minimal. Bestätigt werden diese Ergebnisse 
durch die statistische Auswertung, bei der ein P von 0,0004 (unbehandeltes VEGF) bzw. 0,0008 (gamma-
sterilisiertes VEGF) auf eine signifikante Steigerung der Proliferationsrate im Bereich von 0,15 bis 2,5 
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ng/ml hindeutet. 
Dies deckt sich mit den verschiedenen Angaben in der Literatur, die die halbmaximale Wachstumsför-
derung zwischen 100 pg/ml [Ferrera] und 2 ng/ml [Connolly] ansiedeln. 
Vergleicht man die Extinktionen der Proben des unbehandelten Wachstumsfaktors mit denen des gamma-
sterilisierten, so liegen letztere insgesamt etwas niedriger als die des unbehandelten VEGF. Da aber auch 
die Negativkontrolle im Versuch des sterilisierten Wachstumsfaktors eine niedrigere Extinktion aufweist, 
kann die Differenz als nicht relevant eingestuft werden. Der Wilcoxon-Test für unverbundene Stichpro-
benpaare zeigt hinsichtlich des durch das gammasterilisierte VEGF erzielten Wachstums bereits eine För-
derung im niedrigsten gemessenen Konzentrationsbereich von 0,075 ng/ml verglichen mit der Negativ-
kontrolle (P=0,0068). Während der unbehandelte Wachstumsfaktor erst in höherer Konzentration die 
Proliferationsrate statistisch signifikant erhöht (2,5 ng/ml P=0,0004). Wie es zu dieser scheinbaren Wir-
kungsverstärkung nach der Gammasterilisation kommt, bleibt unklar. Einen Potenzverlust des VEGF 
durch die Anwendung der Strahlen kann somit jedoch ausgeschlossen werden. 
Man kann festhalten, daß sich die Gammabestrahlung unter Kühlung für die Sterilisation der hier bearbei-
teten Folien eignet, weil es die Wachstumsstimulation des VEGF auf die Endothelzellen nur unmaß-
geblich beeinflußt. 
 
Freisetzung der Wirkstoffe: Die Struktur der mittels CESP-Verfahrens hergestellten Poly-D,L-Lactid-
Folien besteht aus winzigen Poren (ca. 20-150µm), in denen sich die teilweise eingearbeiteten Substanzen 
(VEGF und Colchicin) in ungebundener Form befinden. Baut der Körper über seinen physiologischen 
Stoffwechsel die Grundsubstanz der Folien ab, so wird der Wachstumsfaktor bzw. das Mitosegift nach 
und nach freigesetzt und kann dabei seine Wirkung entfalten. Bienert et al. zeigten in ihrer Arbeit, daß 
eine Abgabe von inkorporierter Peroxidase aus Poly-D,L-Lactid-Folien unter Versuchsbedingungen noch 
nach sechs Wochen detektiert werden konnte. 
In diesen Versuchen zum indirekten Kontakt mit Endothelzellen soll zum einen die Freisetzung der Wirk-
stoffe beurteilt werden. Zum anderen soll eine mögliche Toxizität der Poly-D,L-Lactid-Folien per se bzw. 
deren physiologischer Abbauprodukte ausgeschlossen werden. Dazu werden humane Endothelzellen aus 
Nabelschnurvenen über 48 Stunden mit den im Kulturmedium schwimmenden Proben inkubiert und an-
schließend deren Morphologie, Vitalität, Stoffwechselaktivität und Proliferationsrate bestimmt. 
Die Fotos Nummer vier bis acht der Hämalaun-Färbung ermöglichen eine Beurteilung der Morphologie 
der Endothelzellen im indirekten Kontakt mit den verschiedenen Folien und Kontrollen. 
Vergleicht man die Abbildungen der HUVEC unter dem Einfluß der reinen Poly-D,L-Lactid-Folie (Foto 
Nr. 4) bzw. der  PDLLA-Folie mit inkorporiertem VEGF (Foto Nummer 5) mit der Negativkontrolle 
(Foto Nr. 7), so scheinen die Folien keinen negativen Einfluß auf das Verhalten der Zellen zu haben. Alle 
drei Proben zeigen ein gutes, flächiges Bewachsen der Chamberslideoberfläche durch die Zellen mit 
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Ausbildung von Zellausläufern, einzelne Mitosen sind zu erkennen, der Zellkern ist normal groß und 
rundlich. 
Somit kann man folgern, daß die PDLLA-Folie mit und ohne eingearbeiteten Wachstumsfaktor bzw. de-
ren Degradationsprodukte sich durch eine gute Verträglichkeit gegenüber HUVEC auszeichnen. Die 
Zellmorphologie sowie das Wachstum – soweit mit diesem Verfahren zu beurteilen – bleiben unbeein-
flußt. Eine mögliche Proliferationsbeeinflussung durch Freisetzung von VEGF läßt sich in der Hämalaun-
Färbung nicht ausreichend beurteilen. 
Ein völlig anderes Bild bietet der indirekte Kontakt mit der Poly-D,L-Lactid mit eingearbeitetem 
Colchicin (Foto Nummer 6). Das Wachstum der Endothelzellen auf der Oberfläche des Chamberslides ist 
spärlich, die Zellen erscheinen atypisch konfiguriert ohne Zellausläufer und einer flächigen Zellausbrei-
tung. Dieselbe irreguläre Morphologie zeigt sich ebenfalls unter dem Einfluß des mit Colchicin versetzten 
Kulturmediums der Positivkontrolle (Foto Nummer 8). Die spärliche Zellproliferation läßt sich damit 
erklären, daß das eingesetzte Colchicin als Mitosegift die Zellteilung unterbindet. Der entscheidende Me-
chanismus ist dabei die Hemmung der Produktion von Mikrotubulin, welches auf der einen Seite die 
Spindeln für die Mitose bildet. Auf der anderen Seite spielt dieses Protein auch eine wichtige Rolle für 
die Ausbildung des Zytoskeletts und damit auch der Zellausläufer, was die zusammengezogene Mor-
phologie der HUVEC im indirekten Kontakt mit den Proben erklärt.  
Da die reine Poly-D,L-Lactid-Folie im Vergleich zu der Negativkontrolle keine Änderung der Mor-
phologie aufweist, ist das Zellbild des Fotos Nummer sechs allein auf den Einfluß des in die Folie inkor-
porierten Colchicins zurückzuführen. Die identische Morphologie mit der Positivkontrolle (Kulturme-
dium mit Colchicin versetzt, Foto Nummer 8) erlaubt den Schluß, daß das in die PDLLA-Folie inkorpo-
rierte Mitosegift in ausreichender Menge freigesetzt wird und seine Wirkung entfaltet. 
 
Ein anderes Verfahren zur Beurteilung toxischer Einflüsse durch die Folien bzw. deren Degradationspro-
dukte ist die Vitalitätsfärbung mittels Ethidiumbromid und Fluoresceindiacetat. Die Zellmembran ge-
schädigter oder letaler Zellen ist viel durchlässiger für das rot fluoreszierende Ethidiumbromid als vitale 
Zellen, die sich durch die grüne Fluoreszenz des im Zytoplasma akkumulierten FDAs auszeichnen.  
Die Fotos Nummer neun bis dreizehn ermöglichen eine Aussage über die Vitalität humaner Endothel-
zellen nach 48 stündigem indirekten Kontakt mit den Folien und Kontrollen. 
Die Abbildung der HUVEC im indirekten Kontakt mit der Poly-D,L-Lactid-Folie (Foto Nummer 9) 
zeigen durchweg grün fluoreszierende –also vitale- Zellen, die den Boden der Kontaktkammer größten-
teils bedecken. Die Zellmorphologie gleicht den Endothelzellen in der Negativkontrolle. Demzufolge 
scheint die PDLLA-Folie bzw. ihre Abbauprodukte, wie auch schon in der Hämalaun-Färbung 
festgestellt, keinen toxischen Einfluß auf die HUVEC auszuüben. 
Vergleicht man das Bild der Negativkontrolle mit dem Foto der Poly-D,L-Lactid-Folie mit inkorporier-
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tem Vascular Endothelial Growth Factor (Nummer 10), so ähneln sich auch diese beiden Abbildungen. 
Die Oberfläche der Chamberslides werden dicht von grün fluoreszierenden, HUVEC-typischen Zellen 
bedeckt. Somit können auch bei der PDLLA-Folie mit eingearbeitetem VEGF toxische Wirkungen ausge-
schlossen werden. Über einen Anstieg der Proliferation läßt sich mit dieser Versuchsmethode keine Aus-
sage tätigen. Die Beurteilung des HUVEC-Wachstums unter dem Einfluß der verschiedenen Folien er-
folgt im späteren Verlauf dieser Arbeit mittels XTT- und BrdU-Test. 
Auch bei dieser Färbemethode fällt die Proliferationshemmung und die atypische Zellkonfiguration der 
Endothelzellen im indirekten Kontakt mit der Poly-D,L-Lactid-Folie mit inkorporiertem Colchicin (Foto 
Nummer 11) auf. Die HUVEC bilden keine Zellausläufer aus, erscheinen zusammengezogen. Ein 
ähnliches Bild bietet sich bei der Positivkontrolle mit Colchicin im Kulturmedium (Foto Nummer13) . 
Man kann davon ausgehen, daß das in die PDLLA-Folie eingearbeitete Colchicin bei deren Degradation 
freigesetzt wird und somit die gleiche Wirkung wie das der Positivkontrolle beigemischte Spindelgift 
entfalten kann. Colchicin wirkt nicht direkt toxisch auf Zellen, sondern hemmt durch die Störung von 
Strukturproteinen die Mitose und die Formierung der normalen Zellmorphologie. Dies erklärt, warum die 
Endothelzellen der beiden Proben zwar atypisch konfiguriert sind und ein nur spärliches Wachstum er-
kennen lassen, aber dennoch intakte Zellmembranen aufweisen. Die HUVEC (Fotos Nummer 11 und 13) 
fluoreszieren grün und sind somit vital. 
 
Der XTT-Test ermöglicht über die Bestimmung der Stoffwechselaktivität eine indirekte Aussage über das 
Proliferationsverhalten der Endothelzellen unter dem Einfluß der Folien bzw. Kontrollen. So kann die 
Freisetzung des wachstumsfördernden VEGF bzw. des mitosehemmenden Colchicins bei der Degradation 
der PDLLA-Folien mit den inkorporierten Substanzen objektiviert werden.  
In der Grafik Nummer drei sind exemplarisch die Extinktionen eines XTT-Versuches aufgetragen als 
indirektes Ausmaß der Proliferationsrate der Endothelzellen unter dem Einfluß der Poly-D,L-Lactid-
Folie, der PDLLA-Folie mit inkorporiertem Vascular Endothelial Growth Factor, der PDLLA-Folie mit 
eingearbeitetem Colchicin, des reinen Kulturmediums (Negativkontrolle) und der Positivkontrolle (Kul-
turmedium mit zugesetztem Colchicin). 
Vergleicht man die Extinktion der PDLLA-Folie mit inkorporiertem VEGF mit der Negativkontrolle, so 
kann man eine eindeutige Steigerung der Stoffwechselaktivität durch die wachstumsfaktorbeladene Folie 
feststellen. Da die Extinktion dieser Probe auch einen Zuwachs gegenüber der reinen Poly-D,L-Lactid-
Folie aufweist, ist zumindest ein Teil der wachstumsfördernden Wirkung auf eine Freisetzung des VEGF 
zurückzuführen. Die halbmaximale Proliferationsförderung durch das VEGF wird in der Literatur 
zwischen 100 pg/ml [Ferrera] und 2 ng/ml [Connolly] angegeben, eine Wirkung ist bis zu einer Konzen-
tration von 100 ng/ml ausgewiesen [Datasheet3]. Bei einer Folienfläche von ca. 50cm2 und einer Inkorpo-
ration von 10 µg VEGF, kann man von einer Wachstumsfaktormenge von 200ng in der eingesetzten 
Probe ausgehen. Somit läge die Konzentration im Testmedium durch die verzögerte Freisetzung des 
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Wirkstoffes sicher im Wirkungsbereich des Wachstumsfaktors. 
Die Tatsache, daß auch die reine Poly-D,L-Lactid-Folie im Vergleich zur Negativkontrolle eine Zunahme 
des HUVEC-Wachstums bewirkt, kann wie folgt erklärt werden: Untersuchungen haben gezeigt, daß hy-
poxische Verhältnisse eine Ausschüttung des Vascular Endothelial Growth Factors durch die Endothel-
zellen selber verursachen und damit zu einer erhöhten Proliferation führen [Namiki]. Lactat ist eine 
Substanz, die physiologischerweise unter hypoxischen Bedingungen durch den vermehrten anaeroben 
Stoffwechsel entsteht. Möglicherweise simuliert das Lactat, welches bei der Degradation der PDLLA-
Folien entsteht, diese anaeroben Verhältnisse und führt so zu einer Produktion des VEGF durch die 
HUVEC selbst und damit zu einer erhöhten Proliferationsrate. 
In diesem Versuch bestätigt sich der schon in der Hämalaun- und Vitalitäts-Färbung vermutete wachs-
tumshemmende Einfluß der Poly-D,L-Lactid-Folie mit eingearbeitetem Colchicin auf die Endothelzellen. 
Die Stoffwechselaktivität dieser Probe liegt deutlich unter jener der Negativkontrolle, jedoch um einiges 
höher als die Positivkontrolle. In eine Poly-D,L-Lactid-Folie mit einer Oberfläche von rund 50 cm2 sind 
1,5 mg des Mitosehemmers eingearbeitet. Dies entspricht bei den eingesetzten Folienstücken von ca. 1 
cm2 einer Menge von 30 µg Colchicin pro Well (1ml Kulturmedium). Da die Abgabe der Substanz bei 
der Degradation des Biomaterials verzögert erfolgt, kann keine exakte Aussage über die Wirkstoffkon-
zentration gemacht werden. Bei einer halbmaximalen Hemmkonzentration des Colchicin von ca. 2 ng/ml 
auf SMC [Bauriedel] ist davon auszugehen, daß die Konzentration in der Kontaktkammer auch im Wir-
kungsbereich für Endothelzellen liegt. Die Positivkontrolle hat mit 100 µg/ml eine niedrigere Verdün-
nung des Spindelgiftes, was die stärkere Proliferationshemmung erklärt. Eine andere Ursache für die dis-
krepante Proliferationhemmung – auch von den verschiedenen Folienstückchen – mag die Schwierigkeit 
der gleichmäßigen Verteilung einer so kleinen Substanzmenge in das Foliensubstrat sein. Trotz 
mehrfachen Vermengens des Polymergranulats mit dem Colchicin, fiel nach der Gammasterilisation, die 
das Colchicin gelblich verfärbt, eine etwas unregelmäßige Tönung der Folie auf. So muß man davon aus-
gehen, daß nicht alle Abschnitte der Probe einen homogenen Colchicingehalt aufweisen. 
 
Die aus dem XTT-Versuch gewonnenen Erkenntnisse bestätigen sich im BrdU-Test, der eine direkte Be-
stimmung der Proliferationsrate der HUVEC unter dem Einfluß der Folien und Kontrollen zuläßt. Anders 
als im XTT-Test wird hier nicht nur die Stoffwechselaktivität als indirektes Ausmaß der Proliferation 
gemessen, sondern über die Detektion des Einbaus markierter Nukleotide in den Zellkern die Wachstums-
rate direkt bestimmt. Die Grafik Nummer vier gibt Aufschluß über das Proliferationsverhalten der 
HUVEC im indirekten Kontakt mit den Proben und Kontrollen. 
Noch deutlicher als im XTT-Test fällt im BrdU-Versuch die wachstumsfördernde Wirkung der mit VEGF 
beladenen Folien auf. Die Extinktion dieser Probe ist fast doppelt so hoch wie die der Negativkontrolle. 
Die ausgeprägtere Förderung in diesem Testverfahren kann einerseits auf der direkten Bestimmung der 
Proliferation im Vergleich zu der bloßen Detektion der Stoffwechselaktivität im XTT-Versuch beruhen. 
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Andererseits wurde bereits auf eine gewisse Problematik in der Homogenität der Folienbeladung 
hingedeutet, so daß Schwankungen im Konzentrationsbereich nicht auszuschließen sind. Eine Freisetzung 
des Wachstumsfaktors in aktiver Form kann aber eindeutig bejaht werden, da das Wachstum der 
Endothelzellen unter dem Einfluß der VEGF-Folie nicht nur gegenüber der Negativkontrolle, sondern 
auch gegenüber der unbeladenen PDLLA-Folie ansteigt. 
Wie schon durch den XTT-Versuch beschrieben, ist auch in diesem Versuch eine wachstumsfördernde 
Wirkung durch die reine Poly-D,L-Lactid-Folie im Vergleich zu der Negativkontrolle zu beobachten. 
Dies belegt weiterhin die These, daß entweder die Folie selber oder aber die bei ihrer Degradation entste-
henden Produkte für diesen proliferationsfördernden Effekt verantwortlich sein müssen. Am ehesten 
kommt dafür das schon erwähnte Lactat in Frage. 
Die in der Grafik aufgetragenen Extinktionen für die mit Colchicin beladene PDLLA-Folie sowie für die 
Positivkontrolle entsprechen den schon aus den vorherigen Versuchen gewonnenen Erkenntnissen. Die 
Endothelzellen zeigen im indirekten Kontakt mit der Colchicin-Folie eine geringere Wachstumsrate als 
unter dem Einfluß der Negativkontrolle, was bei fehlender Hemmung durch die reine PDLLA-Folie für 
eine Freisetzung des Mitosehemmers aus der Folie selbst spricht. Durch den oben errechneten durch-
schnittlichen Colchicingehalt von 30 µg pro Probe erklärt sich die stärkere Proliferationsunterdrückung 
der HUVEC im Kontakt mit der Positivkontrolle (100µg Colchicin pro Milliliter). 
 
Resümiert man die Ergebnisse der Versuche zum indirekten Kontakt, so hat sich dort gezeigt, daß das 
CESP-Verfahren eine geeignete Methode zur Stentherstellung aus PDLLA mit Inkorporation von Wirk-
stoffen darstellt. Selbst der sehr empfindliche Wachstumsfaktor VEGF scheint durch den Einbau in die 
PDLLA-Folie keine Einbuße seiner Wirkungspotenz erlitten zu haben. Die Versuche zur Proliferations-
quantifizierung (XTT, BrdU) zeigen eine eindeutige Wachstumssteigerung der Endothelzellen im indi-
rekten Kontakt mit der VEGF-Folie, auch die Vitalität und Morphologie der Zellen werden durch die 
Folie nicht negativ beeinflußt. Man kann somit sicher von einer relevanten Freisetzung des Wirkstoffes 
aus der Probe ausgehen.  
Auch die Effekte der mit Colchicin beladenen PDLLA-Folie sprechen dafür, daß die Theorie der Abgabe 
von Wirkstoffen aus den Folienhohlräumen bei der Probendegradation tatsächlich zur Hemmung der In-
timahyperplasie geeignet ist. Die Endothelzellen zeigen in allen Versuchen zum indirekten Kontakt unter 
dem Einfluß der Colchicin-Folie geringe Mitoseraten und eine atypische Zellkonfiguration, die für die 
Bindung des Spindelgiftes am zellulären Protein Tubulin spricht. Versuche über die Beeinflussung des 
Proliferationsverhaltens von glatten Muskelzellen durch die mit Colchicin beladene PDLLA-Folie stehen 
noch aus. 
Die Grundsubstanz der Folie, das Poly-D,L-Lactid, weist gute Eigenschaften im indirekten Kontakt mit 
Endothelzellen auf. Das Polymer bzw. seine Abbauprodukte zeichnen sich durch fehlende Toxizität, 
keine Beeinflussung der Zellmorphologie und des Wachstumsmusters sowie eine leichte Proliferations-
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förderung aus. Maßgeblich an dieser Wachstumsbeeinflussung mag das Lactat als Abbauprodukt der 
Folie sein. In vivo verursachen hypoxische Verhältnisse, bei denen die Milchsäure als 
Stoffwechselprodukt entsteht, die Ausschüttung von VEGF durch die Endothelzellen selbst [Namiki]. 
Denkbar ist also auch in den Versuchen dieser Arbeit eine Wachstumsstimulierung der HUVEC durch die 
Simulation einer anaeroben Stoffwechselsituation. 
 
Direkte Besiedelung: Die Versuche zum direkten Kontakt sollen Aufschluß über die direkte Gewebe-
verträglichkeit und das Wachstum der Endothelzellen auf den Proben selber geben. Maßgeblichen Einfluß 
haben dabei zwei Kriterien: zum einen die Oberflächenbeschaffenheit der Folien, zum anderen die bereits 
bewiesene Freisetzung der inkorporierten Wirkstoffe. So ist durch die Abgabe des Vascular Endothelial 
Growth Factor eine Zunahme der HUVEC-Proliferation zu erwarten, während das Mitosegift Colchicin 
eine Wachstumshemmung verursachen sollte. Die erwünschte Reduktion der neointimalen Hyperplasie 
durch das Spindelgift müsste anhand von glatten Muskelzellkulturen überprüft werden. Aus technischen 
Gründen wird in dieser Arbeit nur die Freisetzung des Colchicins aus den PDLLA-Folien und die 
Entfaltung der biologischen Wirksamkeit mittels HUVEC-Kulturen ermittelt. Die Kontrolle mit SMC-
Kulturen steht noch aus. 
Mittels der Versuche zum direkten Kontakt soll das Wachstumsverhalten der Endothelzellen auf den 
Folien morphologisch (REM) und quantitativ (DAPI, REM, XTT) ermittelt werden. Um Einflüsse des 
Zellwachstums durch die Oberflächentopographie der Folien beurteilen zu können, wurden ebenfalls 
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der unbesiedelten Proben angefertigt. 
Die sogenannte DAPI-Färbung ermöglicht über die selektive Anfärbung des Zellkerns mit dem Fluores-
zenzfarbstoff 4´,6-Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid eine semiquantitative Beurteilung der 
Zellzahl bezogen auf die Oberfläche der Folie. 
Vergleicht man die DAPI-Färbungen der mittels CESP-Verfahrens hergestellten Folien (Fotos Nummer 
14 bis 16) mit der Negativkontrolle (Heraeus-Kontrollfolie Foto Nummer 17), einem für die Zellkultur 
optimierten Material, so fällt ein deutlich dichterer Zellayer auf der Kontrollfolie auf. Auf allen drei Poly-
D,L-Lactid-Folien kann man zwar fluoreszierende Zellkerne erkennen, die Besiedlung durch die HUVEC 
ist jedoch spärlicher und nicht so homogen über die Oberfläche verteilt.  
Da diese Tatsache in keinem Zusammenhang mit den inkorporierten Wirkstoffen steht, sondern bei allen 
PDLLA-Folien zu beobachten ist, kann man für das verminderte Wachstum entweder die Oberflächento-
pographie oder die Grundsubstanz der Proben verantwortlich machen. In den Versuchen zum indirekten 
Kontakt konnten keine negativen Einflüsse durch das Poly-D,L-Lactid oder seine Degradationsprodukte 
auf das Proliferationsverhalten der Endothelzellen festgestellt werden. Außerdem zeigten HUVEC ein 
gutes Wachstumsverhalten auf gegossenen PDLLA-Folien glatterer Struktur [Najjari]. Somit kann die 
poröse Oberflächenstruktur der CESP-Folien als Ursache für die spärliche Besiedlung mit den Endothel-
zellen interpretiert werden. Zu diesem Schluß paßt auch das erkennbare Wachstumsmuster der Zellen mit 
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einer relativ hohen Zelldichte auf den glatten Folienabschnitten und einem schlechten Proliferations-
verhalten der Endothelzellen besonders in der direkten Umgebung der Poren (Fotos 14 bis 16).  
Die inkorporierten Wirkstoffe scheinen nur wenig Einfluß auf das Zellwachstum auszuüben. Die PDLLA-
Folie mit eingearbeitetem VEGF wirkt optisch allenfalls gering dichter besiedelt als die reine PDLLA-
Folie. Auf dem Foto der besiedelten PDLLA-Folie mit inkorporiertem Colchicin fallen vor allem bei 
gleicher Vergrößerung die sehr viel kleineren Zellkerne auf. So wird eine geringere Zelldichte vorge-
täuscht. Diese veränderte Zellmorphologie konnte schon in der Morphologie- und Vitalitätsfärbung des 
indirekten Kontaktes beobachtet werden und ist als ein Zeichen der Colchicinfreisetzung aus der Probe zu 
werten. 
 
Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen bestätigen die Resultate der DAPI-Färbungen. Schon 
die Fotos der unbesiedelten Folien legen uns das Problem der Oberflächenstruktur dar. Während die 
Kontrollfolie (Foto Nummer 24) eine homogene, sehr glatte Oberfläche besitzt, gestalten sich die Bilder 
der mittels CESP-Verfahrens hergestellten Proben sehr viel unruhiger. Die Bandbreite reicht von gleich-
mäßigen Hohlräumen (Foto Nummer 18 PDLLA-Folie) über Risse mit kleinen Poren (Foto Nummer 20 
VEGF-Folie) bis hin zu einer völlig porösen Oberfläche (Foto Nummer 22 Colchicin-Folie). Vergleiche 
mit der Oberfläche der besiedelten Folien zeigen, daß die Struktur der Proben nicht unbedingt von dem 
inkorporierten Wirkstoff abhängig ist. Die besiedelte Colchicin-Folie (Foto Nummer 23) erscheint viel 
glatter als die unbesiedelte (Foto Nummer 22), die Risse der unbesiedelten VEGF-Folie (Foto Nummer 
20) finden sich auf der besiedelten (Foto Nummer 21) nicht wieder.  
Ursächlich für die starken Schwankungen der Folienqualität können am ehesten variable Parameter des 
Herstellungsverfahrens sein. Eine Optimierung des Fertigungsverfahrens zur Erzeugung von Folien mit 
einer homogen glatten Oberfläche wäre die Voraussetzung für eine erfolgreiche Besiedlung der Proben 
mit Endothelzellen. Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder der besiedelten Folien zeigen, daß prin-
zipiell durchaus ein Wachstum der HUVEC auf den mittels CESP-Verfahrens erzeugten Biomaterialien 
möglich ist. Die glatten Abschnitte der Poly-D,L-Lactid-Folie (Foto Nummer 19) und der VEGF-Folie 
(Foto Nummer 21) werden von den Endothelzellen besiedelt. Zwar ist der Zellayer nicht so dicht wie auf 
der korrespondierenden Negativkontrolle (Foto Nummer 25), die Zellen zeigen aber eine gute Adhärenz 
und die endothelzelltypische Morphologie. Die Poren der Folien bleiben weitestgehend von der Zellbe-
siedlung ausgespart, vereinzelt strecken sich Zellausläufer bis in die Hohlräume. Über eine mögliche Pro-
liferationsförderung der HUVEC durch die Freisetzung des VEGF aus der entsprechenden Probe kann 
mittels der REM rein optisch keine Aussage gemacht werden. Die Abbildung der besiedelten Colchicin-
Folie (Foto Nummer 23) spricht jedoch für eine Abgabe des Mitosehemmers und die Entfaltung seiner 
biologischen Wirksamkeit. Auch wenn über die Zellzahl pro Flächeneinheit keine direkte Aussage 
gemacht werden kann, so fällt doch die veränderte Zellmorphologie auf. Foto 23 zeigt fast kugelig abge-
rundete Zellen ohne Ausbildung von Zellausläufern, deren Zellkern nicht abzugrenzen ist. Das Spindel-
gift Colchicin hemmt, wie bereits erwähnt, die Bildung des Proteins Tubulin und stört so die Teilung und 
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Ausbreitung der Zellen. 
Insgesamt kann man davon ausgehen, daß das rasterelektronenmikroskopisch konstatierte verminderte 
Wachstum der HUVEC auf die ungeeignete Oberflächentopographie der mittels CESP-Verfahrens herge-
stellten Folien zurückzuführen ist. Die Versuche des indirekten Kontaktes, die erfolgreiche Besiedlung 
anders erzeugter PDLLA-Folien und das Wachstum auf den glatten Abschnitten der Folien unterstützen 
diese These. Zwei Ansätze eignen sich dazu, das Biomaterial für die Endothelzellkultur zu optimieren: 
zum einen die Erzeugung glatterer, homogener Oberflächen durch Modifikation des Fer-
tigungsverfahrens, zum anderen die chemische Bearbeitung der Oberfläche (z.B. durch Koppelung von 
Extrazellularmatrix-Proteinen). Eine Abgabe der in die Biomaterialien inkorporierten Wirkstoffe wurde in 
den Versuche zum indirekten Kontakt detektiert und durch die veränderte Morphologie der HUVEC im 
direkten Kontakt mit der Colchicin-Folie bestätigt. Über die biologische Wirksamkeit der freigesetzten 
Substanzen wird die Bestimmung der Proliferationsrate mittels XTT-Test Aufschluß geben. 
Die grafisch aufgetragenen Ergebnisse des XTT-Versuches (Grafik Nummer 5) zeigen annähernd gleiche 
Extinktionswerte der Endothelzellen im direkten Kontakt mit der PDLLA-Folie, der VEGF-Folie und der 
Colchicin-Folie. Diese Extinktionen als Ausdruck der Zellproliferation liegen deutlich unter dem Wert 
der Negativkontrolle. Somit muß man auf ein reduziertes Wachstum der HUVEC auf den mittels Gasbe-
ladungsverfahrens hergestellten Folien ausgehen. Die in die Proben inkorporierten Wirkstoffe scheinen 
keinen maßgeblichen Einfluß auf das Zellwachstum auszuüben. Es läßt sich weder eine Förderung durch 
das VEGF noch eine Hemmung durch das Colchicin vermerken. Auch die statistische Auswertung der 
Ergebnisse aller drei XTT-Tests führt zu diesem Schluß. Es zeigt sich lediglich eine signifikante Diffe-
renz im Zellwachstum auf der Heraeus-Kontroll-Folie im Vergleich mit der PDLLA-, der VEGF- sowie 
der Colchicin-Folie (P<0,0001). Die Unterschiede in der Proliferationsrate der Endothelzellen bei Besie-
dlung der mittels CESP-Verfahrens hergestellten Folien sind mit hoher Wahrscheinlichkeit zufallsbedingt 
(P zwischen0,3464 und 0,7222). Da die Freisetzung der Substanzen aus den Proben und die Entfaltung 
ihrer biologischen Wirksamkeit in den Versuchen zum indirekten Kontakt jedoch eindeutig festzustellen 
war, muß eine andere Ursache für den fehlenden Einfluß auf die Zellproliferation vorliegen. Da 
Kontaktversuche von Endothelzellen mit Poly-D,L-Lactid-Folien anderer Herstellungsmethoden und 
einer glatteren Oberfläche eine gute Besiedlung im Vergleich zu der Heraeus-Kontrollfolie ergaben, liegt 
der Schluß nahe, daß das mangelnde Wachstum auf den mittels CESP-Verfahrens hergestellten Biomate-
rialien auf deren poröse Oberflächentopographie beruht. Dies korreliert mit den Ergebnissen der DAPI-
Färbungen und der REM-Abbildungen, die ein schlechtes Wachstum auf den porösen Strukturen bei guter 
Besiedlung der glatten Probenabschnitten offenlegen. Die insgesamt sehr schlechte Proliferationsrate der 
HUVEC auf den mittels CESP-Verfahrens hergestellten PDLLA-Folien ermöglicht keine Detektion von 
Einflüssen der inkorporierten Wirkstoffe.  
Man kann also resümieren, daß die mittels Gasbeladungsverfahrens hergestellten Folien noch unge-
nügend für die Verwendung als Stentmaterial geeignet sind. Die Oberflächenqualität der verschiedenen 
Proben ist noch zu heterogen, was eine Aussage über die Besiedlungsfähigkeit erschwert. Die Abgabe des 
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in die Folien inkorporierten VEGF konnte zwar durch eine Proliferationsstimulation der HUVEC im 
indirekten Kontakt bewiesen werden, im direkten Kontakt blieb jedoch die erwartete gesteigerte 
Zelldichte aus. Da sich die Proliferationsrate der Endothelzellen im direkten Kontakt mit der reinen 
PDLLA-Folie auch nicht von der eigentlich wachstumshemmenden Colchicin-Folie unterscheidet, muß 
man insgesamt von besiedlungstechnisch sehr ungünstigen Oberflächeneigenschaften ausgehen. Um das 
Wachstum der Endothelzellen auf den Biomaterialien zu fördern, stehen zwei Mechanismen zur Verfü-
gung. Erstens könnte man durch Modifizierung des Herstellungsverfahrens homogenere Folien mit einer 
insgesamt glatteren Oberfläche erzeugen, so daß primär das Zellwachstum auf dem Stent verbessert wäre 
und sich sekundär wahrscheinlich auch der inkorporierte Wachstumsfaktor positiv auf die 
Probenbesiedlung auswirken könnte. Zweitens kann man durch chemische Modifikation der 
Stentoberfläche, z.B. durch Proteinkoppelung, die Zellverträglichkeit erhöhen. Momentan können die in 
die Folien eingearbeiteten Wirkstoffe bei minimalem Zellwachstum auf den Proben keinen Einfluß auf 
das Proliferationsverhalten ausüben. Die Freisetzung und Wirkungsentfaltung des Colchicins aus den 
entsprechenden Folien hat sich im indirekten Kontakt aber auch in der Zellmorphologie des direkten 
Kontaktes eindeutig gezeigt. Da das Proliferationsverhalten der HUVEC im direkten Kontakt schon durch 
die ungünstige Oberflächentopographie minimal ist, kann sich eine Hemmung des Spindelgiftes auf die 
Zellteilung nicht mehr entfalten. Kontaktversuche mit glatten Muskelzellen müssen im weiteren zeigen, 
ob sich die Freisetzung des Colchicins aus den PDLLA-Folien auch auf die Proliferation der glatten 
Muskelzellen und damit auf die neointimale Hyperplasie auswirkt. Insgesamt erscheinen die Ergebnisse 
der direkten Hemmung der Muskelzellproliferation zur Reduktion der Intimahyperplasie 
vielversprechender als der indirekte Ansatz der Restenosereduktion durch das verbesserte Endothelzell-
wachstum. Das relativ einfache Einbringen des Wirkstoffes, die gesicherte Freisetzung und gute 
Wirkungsentfaltung bei fehlender Notwendigkeit zur Oberflächenoptimierung spricht für ein Verlegen 
des Schwerpunktes zu der primären Restenoseprävention durch Proliferationshemmstoffe. Der Ansatz der 
Wachstumsförderung des Endothels bedarf für den klinischen Einsatz noch einiger Änderungen. So muß 
die Oberfläche des Stents durch Modifizierung des Herstellungsverfahrens topografisch oder chemisch 
z.B. durch Proteinkoppelung optimiert werden. Da die Förderung der HUVEC-Proliferation in der Dosis-
Wirkungskurve und im indirekten Kontakt zwar vorhanden, jedoch nicht sehr ausgeprägt ist, bleibt der 
Einsatz dieses Systems fraglich. 
 
Folgerungen: Man kann schließen, daß das CESP-Verfahren bei noch einigem Modifikationsbedarf des 
Fertigungsverlaufes eine gute Möglichkeit zur Inkorporation temperaturempfindlicher Wirkstoffe in Poly-
D,L-Lactid-Folien darstellt. Die Versuche zum indirekten Kontakt zeigen eine eindeutige Freisetzung und 
Wirkungsentfaltung der eingearbeiteten Substanzen aus den Biomaterialien. Der endothelzellspezifische 
Wachstumsfaktor VEGF fördert die Proliferation der HUVEC, während unter dem Einfluß des 
Mitosegiftes Colchicin eine Wachstumshemmung der Endothelzellen detektiert werden kann. Ein 
technisches Problem stellt jedoch noch die homogene Vermischung der Substanzen mit dem Polymer dar, 
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so daß eine gleiche Wirkstoffkonzentration in allen Abschnitten der Probe gesichert werden kann. Des 
weiteren eignet sich die Gamma-Bestrahlung für die Sterilisation der wachstumsfaktorinkorporierten 
Proben. Eine maßgebliche Beeinflussung des Wirkungsprofiles des VEGF auf die HUVEC kann nicht 
festgestellt werden.  
Der Einsatz des mittels Gasbeladungsverfahrens hergestellten Biomaterials als kardiovaskulärer Stent 
steht jedoch noch vor einigen Schwierigkeiten. Die uneinheitliche Oberflächentopographie der Proben 
(teilweise glatt, teilweise porös) erwies sich als ungünstig für das Wachstum der Endothelzellen. So 
wiesen alle drei PDLLA-Folien eine deutlich geringere Besiedelung als die Negativkontrolle auf. Eine 
Wachstumsförderung oder Proliferationshemmung durch die verschiedenen inkorporierten Wirkstoffe 
konnte aufgrund des insgesamt sehr schlechten Wachstumsverhaltens der HUVEC auf den Folien nicht 
detektiert werden. Auch zeigten die Proben untereinander sehr heterogene Oberflächen unter-
schiedlichster Porengröße und –dichte unabhängig von den inkorporierten Wirkstoffen. Dies weist am 
ehesten auf Unregelmäßigkeiten im Fertigungsverfahren hin, die durch Beeinflussung der verschiedenen 
Parameter ausgeglichen werden müssen. Da sich auf den glatten Abschnitten der Proben aber durchaus 
eine höhere Zelldichte aufweisen ließ, kann man durch Änderung einiger Herstellungsparameter und 
Erzeugung homogener, glatter Proben das Besiedlungsverhalten wahrscheinlich positiv beeinflussen. 
Zusätzlich kann der Stent z.B. durch Koppelung von Extrazellularmatrix-Proteinen chemisch für die 
Zellkultur optimiert werden. Erst wenn die Oberfläche der reinen Poly-D,L-Lactid-Folie das Wachstum 
der Endothelzellen nicht mehr beeinträchtigt, könnte sich der Einfluß des VEGF voll entwickeln. Daß der 
lokale Einsatz von VEGF über eine verbesserte Reendothelialisierung eine Abnahme der neointimale 
Hyperplasie bewirkt, konnten Asahara und Mitarbeiter in ihrer Arbeit zeigen [Asahara]. Sie behandelten 
Ratten nach einer herkömmlichen Ballondilatation über 30 Minuten mit einer lokalen VEGF-Infusion. 
Gegenüber der Kontrollgruppe wiesen die mit dem Wachstumsfaktor behandelten Tiere nach zwei und 
vier Wochen eine statistisch signifikante Abnahme der neointimalen Hyperplasie auf. 
Die PDLLA-Folie mit inkorporiertem Colchicin zeigte in den Versuchen die gewünschte Wirkstoffab-
gabe. Ob das freigesetzte Spindelgift die vielversprechenden Aussichten der Restenoseverminderung 
durch eine Proliferationshemmung der glatten Muskelzellen erfüllt, muß anhand weiterer Versuche mit 
SMC überprüft werden. Die Ergebnisse von March und Mitarbeitern stimmen zuversichtlich, mit dem 
Colchicin einen potenten Mechanismus zur Restenoseprävention gefunden zu haben. In ihrer Arbeit 
wiesen sie eine reduzierte DNA-Synthese in glatten Muskelzellen durch ein Drug-Delivery-System von 
einem Colchicin-Analogon aus biodegradierbaren Mikrosphären nach [March]. Vergleicht man die Er-
gebnisse des wachstumsfaktorinkorporierten Biomaterials mit der Colchicin-Folie, so erscheint der An-
satz der primären Muskelzellhemmung eindeutig vielversprechender. Die VEGF-Folie zeigt zwar in der 
Dosis-Wirkungskurve und im indirekten Kontakt eine Wachstumsfaktorfreisetzung und Wirkungsentfal-
tung, der proliferationsfördernde Effekt ist jedoch geringgradig. Um im direkten Kontakt einen Benefit 
durch das VEGF erzielen zu können, bedarf es noch der Modifikation des Fertigungsverfahrens. Die me-
chanischen und chemischen Eigenschaften der Stentoberfläche müssen für das Zellwachstum optimiert 
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werden, so daß ein glatteres, homogenes Material eventuell mit angekoppelten adhäsionsfördernden Pro-
teinen vorliegt. Die primäre Reduktion der neointimalen Hyperplasie durch Einbau 
wachstumshemmender Substanzen läßt sich dagegen relativ einfach realisieren. Die PDLLA-Folien mit 
eingearbeitetem Colchicin zeigten in diesen Versuchen bereits eine ausreichende Abgabe des 
Spindelgiftes aus dem Biomaterial. Da das Mitosegift wie gezeigt auch das Wachstum der Endothelzellen 
unterdrückt, stünde die Oberflächenoptimierung zur Förderung der HUVEC-Proliferation nicht im Vor-
dergrund. Um jedoch bei den mittels CESP-Verfahrens gefertigten Stents verwertbare Ergebnisse liefern 
zu können, muß vorerst die Herstellung homogener Biomaterialien mit einer gleichmäßigen Wirkstoff-
konzentration gewährleistet sein. Zur Weiterverfolgung dieses Ansatzes sind Tierversuche mit mittels 
CESP-Verfahrens hergestellten Stents aus biodegradierbaren Polymeren mit eingearbeiteten Wachs-
tumsinhibitoren geplant. Zum Einsatz kommen sollen dabei vor allem die Substanzen Paclitaxel und XJ 
735, denen bereits in vivo und in vitro antiproliferative Effekte nachgewiesen wurden [Axel] Der Mecha-
nismus der Restenosereduktion durch Einbau wachstumsinhibierender Wirkstoffe in biodegradierbare 
Stents bietet insbesondere eine gute Alternative zu der zur Zeit sehr intensiv verfolgten Hyperplasieprä-
vention durch intraluminale Bestrahlung oder Applikation von radioaktiven Gefäßendoprothesen 
[Fischell], [Liermann], [Waksman]. Zwar zeigten sich im Tiermodell bezüglich der Restenosereduktion 
bereits erste positive Effekte der Irradation aus Metallstents [Waksman], diese Form der Therapie ist aber 
auch mit nicht unerheblichen Schwierigkeiten und schwer einschätzbaren Risiken verbunden. So 
erfordern die Herstellung, der Transport und die Lagerung von radioaktiven Stents spezielle 
Sicherheitsmaßnahmen. Das Personal ist bei der Plazierung der Endoprothese einer Strahlenbelastung 
ausgesetzt. Langzeitergebnisse bezüglich Thrombogenität aufgrund fehlender Endothelialisierung, Reste-
noserate und eventuellen Strahlenschäden fehlen. Der Einsatz mit Proliferationshemmern beladener Bio-
materialien bietet demgegenüber einige Vorteile. Der Einbau antiproliferativer Wirkstoffe in die biode-
gradierbaren Stents ist unkompliziert, deren Einsatz bedarf keiner besonderen Sicherheitsmaßnahmen, 
und Langzeitschäden als Bestrahlungsfolge können vermieden werden. 
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7 Zusammenfassung und Ausblick 
Das nach wie vor größte Problem bei der Behandlung von Koronarstenosen mit Stents stellt die Restenose 
durch neointimale Hyperplasie dar. Diese Arbeit setzt an drei Grundüberlegungen zur Restenoseprophy-
laxe an: 
§ Hemmung der Proliferation glatter Muskelzellen über eine schnelle Reendothelialisierung durch lo-
kale Freisetzung von Vascular Endothelial Growth Factor 
§ Minimierung der Thrombogenität des Stentmaterials durch Förderung einer intakten Endothelzell-
schicht 
§ Reduzierung der neointimalen Hyperplasie durch Einbau des Mitosehemmers Colchicin 
Hierbei kommt ein spezielles Herstellungsverfahren (Controlled Expansion of Saturated Polymers) für 
biodegradierbare Poly-D,L-Lactid-Folien zum Einsatz, welches das Einbringen thermolabiler Wirkstoffe 
in das Stentmaterial ermöglicht. In die PDLLA-Proben wurde der endothelzellspezifische Wachstums-
faktor Vascular Endothelial Growth Factor bzw. der Mitosehemmer Colchicin inkorporiert. Diese Sub-
stanzen liegen in ungebundener Form in winzigen Hohlräumen der Biomaterialien vor und werden bei 
deren Abbau kontinuierlich freigesetzt. Der Einfluß der freigesetzten Stoffe wurde anhand der 
Morphologie, der Vitalität und des Proliferationsverhaltens von Endothelzellen aus humanen Nabel-
schnurvenen im indirekten sowie direkten Kontakt mit den Folien überprüft. Um eine Veränderung des 
Wirkungsprofiles des Wachstumsfaktors durch die Sterilisation auszuschließen, wurden die Dosis-Wir-
kungskurven des unbehandelten und des sterilisierten VEGF verglichen. Aus technischen Gründen wurde 
in dieser Arbeit auch die Abgabe und Wirkungsentfaltung des Spindelgiftes im indirekten und direkten 
Kontakt an HUVEC detektiert. Versuche mit glatten Muskelzellen stehen noch aus.  
Zusammenfassend kann man folgern, daß der Wachstumsfaktor keine maßgebliche Veränderung seines 
Wirkungsprofiles durch die Gammasterilisation zeigt. Somit ist die Gammabestrahlung eine geeignete 
Methode zur Sterilisation der mittels CESP-Verfahrens hergestellten Proben. Die Versuche zum 
indirekten Kontakt ergaben, daß eine Abgabe und Wirkungsentfaltung der Substanzen aus dem Bio-
material erfolgt. Der hier eingesetzte Wachstumsfaktor bewirkte aber sowohl in der Dosis-Wirkungskurve 
als auch im indirekten Kontakt keine überragende Proliferationsförderung der Endothelzellen. Im direkten 
Besiedlungsversuch erwiesen sich die Probenoberflächen aufgrund sehr unregelmäßiger Topographie als 
ungeeignet für das HUVEC-Wachstum. Glatte Abschnitte der Biomaterialien wurden jedoch gut 
besiedelt. In den REM-Aufnahmen zeigten sich sehr heterogene Qualitäten der Folien unabhängig von 
den eingearbeiteten Wirkstoffen.  
Man kann davon ausgehen, daß bei Modifikation des CESP-Verfahrens und der Erzeugung homogen 
glatter Oberflächen mit geeigneten chemischen Eigenschaften (z.B. durch Koppelung von adhäsionsför-
dernden Proteinen an die Oberfläche) eine Verbesserung der Zellproliferation bewirkt werden könnte. Die 
Wirkungspotenz des VEGF, die jetzt bei minimalem Wachstumsverhalten der Zellen nicht zur Entfaltung 
 82
kam, könnte dann besser eingreifen. Da sich der Effekt des VEGF jedoch auch im indirekten Kontakt 
sowie in der Dosis-Wirkungskurve in Grenzen hielt, ist der Einsatz dieser Substanz -trotz bereits tierexpe-
rimentell nachgewiesener Reduktion der neointimalen Hyperplasie bei lokaler Applikation- nicht allzu 
optimistisch einzuschätzen.  
Daher sollte der Schwerpunkt der Stententwicklung mehr auf die vielversprechende primäre Restenosere-
duktion mittels antiproliferativer Wirkstoffe gelegt werden. Die Ergebnisse der Colchicinabgabe und 
Wirkungsentfaltung aus dem Stentmaterial müssen an Kulturen glatter Muskelzellen weiter verfolgt 
werden. In einem Drug-Delivery-System aus Mikrosphären zeigte sich jedoch bereits der antiproliferative 
Effekt eines Colchicin-Analogons auf die glatten Muskelzelle. Tierversuche zur Beurteilung der Resteno-
sereduktion durch die Freisetzung eines wachstumshemmenden Wirkstoffes (Paclitaxel und XJ 735) aus 
biodegradierbaren Stents sind geplant.  
Der Einsatz eines mittels CESP-Verfahrens hergestellten biodegradierbaren Stents mit inkorporierten 
proliferationsinhibierenden Wirkstoffen bietet aufgrund seiner unkomplizierten Fertigung und Hand-
habung eine geeignete Alternative zu der Restenoseprävention mittels Radioaktivität. 
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8 Tabellenanhang 
8.1 VEGF-Dosis-Wirkungskurve 
8.1.1 XTT 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 3.3.1998 mit HUVEC 61 der zweiten Passage in Kontakt mit der 
Verdünnungsreihe des unbehandelten VEGF. 
Probe  Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
0,075ng/ml VEGF 8 0,3527 0,0267 7,57 
0,15 ng/ml VEGF 8 0,3644 0,0328 9,00 
2,5 ng/ml VEGF 8 0,4365 0,0378 8,66 
10 ng/ml VEGF 8 0,4504 0,0523 11,61 
Negativkontrolle 8 0,3591 0,0324 9,02 
Positivkontrolle 8 0,2006 0,0203 10,12 
 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 3.3.1998 mit HUVEC 61 der zweiten Passage in Kontakt mit der 
Verdünnungsreihe des gammasterilisierten VEGF. 
Probe  Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
0,075ng/ml VEGF 8 0,3166 0,0286 9,03 
0,15 ng/ml VEGF 8 0,3499 0,0433 12,37 
2,5 ng/ml VEGF 8 0,3826 0,0442 11,55 
10 ng/ml VEGF 8 0,3851 0,0324 8,41 
Negativkontrolle 8 0,2921 0,0477 16,33 
Positivkontrolle 8 0,1764 0,0248 14,06 
 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 26.3.1998 mit HUVEC 72 der zweiten Passage in Kontakt mit 
der Verdünnungsreihe des unbehandelten VEGF. 
Probe  Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
0,075ng/ml VEGF 8 0,1410 0,0353 25,04 
0,15 ng/ml VEGF 8 0,1481 0,0221 14,92 
2,5 ng/ml VEGF 8 0,1709 0,0390 22,82 
10 ng/ml VEGF 8 0,1696 0,0330 19,46 
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Negativkontrolle 8 0,1623 0,0278 17,13 
Positivkontrolle 8 0,1056 0,0262 24,80 
 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 26.3.1998 mit HUVEC 72 der zweiten Passage in Kontakt mit 
der Verdünnungsreihe des gammasterilisierten VEGF. 
Probe  Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
0,075ng/ml VEGF 8 0,1208 0,0345 28,56 
0,15 ng/ml VEGF 8 0,1358 0,0393 28,94 
2,5 ng/ml VEGF 8 0,1691 0,0417 24,66 
10 ng/ml VEGF 8 0,1697 0,0405 23,87 
Negativkontrolle 8 0,1323 0,0516 39,00 
Positivkontrolle 8 0,0709 0,0286 40,34 
 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 3.3.1999 mit HUVEC 115 der zweiten Passage in Kontakt mit 
der Verdünnungsreihe des unbehandelten VEGF. 
Probe  Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
0,075ng/ml VEGF 8 0,3909 0,0395 10,10 
0,15 ng/ml VEGF 8 0,3936 0,0622 15,80 
2,5 ng/ml VEGF 8 0,4571 0,0302 6,61 
10 ng/ml VEGF 8 0,4678 0,0301 6,43 
Negativkontrolle 8 0,2829 0,0612 21,63 
Positivkontrolle 8 0,1070 0,0106 9,91 
 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 3.3.1999 mit HUVEC 115 der zweiten Passage in Kontakt mit 
der Verdünnungsreihe des gammasterilisierten VEGF. 
Probe  Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
0,075ng/ml VEGF 8 0,3661 0,0302 8,25 
0,15 ng/ml VEGF 8 0,3688 0,0428 11,61 
2,5 ng/ml VEGF 8 0,4214 0,0152 3,61 
10 ng/ml VEGF 8 0,4234 0,0230 5,43 
Negativkontrolle 8 0,2713 0,0492 18,13 
Positivkontrolle 8 0,1064 0,0063 5,92 
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8.2 Indirekter Kontakt 
8.2.1 XTT 
§  Ergebnisse des XTT-Versuches vom 05.02.98 mit HUVEC Nummer 37 der zweiten Passage im 
indirekten Kontakt mit unten aufgeführten Folien.  
Probe Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
PDLLA-Folie 8 0,2629 0,0086 3,27 
VEGF-Folie 8 0,2784 0,022 7,90 
Colchicin-Folie 8 0,0512 0,0039 7,62 
Negativkontrolle 8 0,2389 0,0059 2,47 
Positivkontrolle 8 0,0476 0,0015 3,15 
 
 
§ Die Ergebnisse des XTT-Versuches vom 02.05.98 mit HUVEC Nummer 91 der zweiten Passage im 
indirekten Kontakt mit unten aufgeführten Folien.  
Probe Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
PDLLA-Folie 8 0,1930 0,0040 2,07 
VEGF-Folie 8 0,2128 0,0077 3,62 
Colchicin-Folie 8 0,0918 0,0190 20,71 
Negativkontrolle 8 0,1670 0,0058 3,47 
Positivkontrolle 8 0,0281 0,0014 4,98 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 12.06.98 mit HUVEC Nummer 95 der ersten Passage im 
indirekten Kontakt mit unten aufgeführten Folien.  
Probe Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
PDLLA-Folie 8 0,2192 0,0045 2,05 
VEGF-Folie 8 0,2224 0,0047 2,11 
Colchicin-Folie 8 0,0351 0,0035 9,97 
Negativkontrolle 8 0,1939 0,0131 6,76 
Positivkontrolle 8 0,0391 0,0040 10,23 
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8.2.2 BrdU  
§ Ergebnisse des BrdU-Versuches vom 26.04.98 mit HUVEC Nummer 87 der zweiten Passage im 
indirekten Kontakt mit unten aufgeführten Folien. 
Probe Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
PDLLA-Folie 8 0,0913 0,0040 4,38 
VEGF-Folie 8 0,1014 0,0058 5,72 
Colchicin-Folie 8 0,0048 0,0027 56,25 
Negativkontrolle 8 0,0910 0,0045 4,95 
Positivkontrolle 8 0,0108 0,0035 32,41 
 
 
§ Ergebnisse des BrdU-Versuches vom 29.04.98 mit HUVEC Nummer 90 der zweiten Passage im 
indirekten Kontakt mit unten aufgeführten Folien. 
Probe Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
PDLLA-Folie 8 0,0448 0,0018 4,02 
VEGF-Folie 8 0,0591 0,0034 5,75 
Colchicin-Folie 8 0,0234 0,0047 20,09 
Negativkontrolle 8 0,0343 0,0012 3,50 
Positivkontrolle 8 0,0103 0,0008 7,77 
 
 
§ Ergebnisse des BrdU-Versuches vom 02.05.98 mit HUVEC Nummer 91 der zweiten Passage im 
indirekten Kontakt mit unten aufgeführten Folien. 
Probe Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
PDLLA-Folie 8 0,0443 0,0035 7,90 
VEGF-Folie 8 0,0561 0,0073 13,01 
Colchicin-Folie 8 0,0305 0,0029 9,51 
Negativkontrolle 8 0,0469 0,0024 5,12 
Positivkontrolle 8 0,0118 0,0037 31,36 
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8.3 Direkter Kontakt 
8.3.1 XTT 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 29.07.98 mit HUVEC Nummer 101 der ersten Passage im 
direkten Kontakt mit unten aufgeführten Folien.  
Probe Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
PDLLA-Folie 9 0,1752 0,0139 7,93 
VEGF-Folie 9 0,1783 0,0154 8,64 
Colchicin-Folie 8 0,1878 0,0074 3,94 
Heraeus-Folie 9 0,2242 0,0093 4,15 
 
 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 09.09.98 mit HUVEC Nummer 103 der ersten Passage im 
direkten Kontakt mit unten aufgeführten Folien.  
Probe Anzahl der Wells Mittelwert  Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ [%] 
PDLLA-Folie 8 0,1565 0,0103 6,58 
VEGF-Folie 8 0,1419 0,0101 7,12 
Colchicin-Folie 7 0,1509 0,0083 5,50 
Heraeus-Folie 9 0,2787 0,0193 6,93 
 
 
§ Ergebnisse des XTT-Versuches vom 27.03.99 mit HUVEC Nummer 123 der ersten Passage im 
direkten Kontakt mit unten aufgeführten Folien.  
Probe Anzahl der Wells Mittelwert Standardabwei-
chung absolut 
Standardabwei-
chung relativ  [%] 
PDLLA-Folie 9 0,2340 0,0246 10,51 
VEGF-Folie 9 0,2417 0,0273 11,29 
Colchicin-Folie 9 0,2330 0,0259 11,12 
Heraeus-Folie 8 0,3711 0,0178 4,80 
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